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Propdsito y Método de Estudio.

Los efectos toxicos del As y sus compuestos han sido conocidos desde tiempos
ancestrales, sin embargo un efecto adicional del As que ha sido reconocido
recientemente, es su capacidad inmunotdxica. Los diferentes estudios realizados
sobre sus -propiedades inmunotéxicas, han llevado a conclusiones variadas, las
cuales sugieren que el As posee un caracter inmunosupresor, asi como
inmunopotenciador. Estas observaciones, que aparentemente muestran efectos
contradictorios del As sobre el sistema inmune, han sido descritas en forma
independiente y realizadas en diferentes modelos experimentales. Adicionalmente,
estos efectos parecen estar influenciados por la ruta, dosis y tiempo de exposicion
(crénico o agudo) del hombre o los animales de experimentacion utilizados. En el
presente trabajo se realizd la evaluacion integral del efecto de Ia intoxicacion oral
crénica con NaAsO, en ratones de la cepa BALB/c sobre diferentes mecanismos de
proteccion inmune y sobre la capacidad de eliminacion de la infeccion
gastrointestinal causada por Giardia muris.



Contribuciones y Conclusiones:

Nuestros resultados muestran que la ingestion crénica oral de NaNQO; por ratones
BALB/c causa alteraciones en algunas funciones del sistema inmune. Este efecto
puede definirse con inmunomodulador ya que induce tanto inhibicidn como
estimulacion de diferentes funciones inmunitarias. Estas alteradones dependen de
la concentracion de NaAsO, utilizada para intoxicar a los ratones y al parecer
depende también del 6rgano o tejido inmune estudiado. Adicionalmente, la
intoxicacion de ratones con 125 y 250 pg/mL de NaAsO,, mostré cambios en las
caracteristicas de la infeccidn giardidsica, consistentes en una mayor variabilidad en
la magnitud de excrecidn de quistes en heces y en la eliminaciéon prematura de la

infeccion, quiza como un reflejo de alteraciones tanto Inmunes como fisiolégicas
causadas por el tdxico.
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CAPITULO

1

INTRODUCCION

Las enfermedades ambientales son causadas por diversos factores ambientales como
son agentes quimicos, radiacién, 6 por fenémenos fisicos. Se ha reconocido que la
exposicion a contaminantes y téxicos ambientales afecta la salud del hombre, su
calidad de vida y el funcionamiento natural de los ecosistemas que lo rodean. Aunque
la presencia de algunos contaminantes ambientales es el resultado de procesos
naturales, la mayoria de los contaminantes ambientales encontrados a concentraciones
toxicas son producidos durante las diferentes actividades humanas. La intensa
actividad industrial ha incrementado la exposicion del hombre a mltiples compuestos
quimicos presentes en altas concentraciones en el ambiente. Ejemplos de estos
quimicos son materiales inorganicos como el Pb, el Hg, el As, Cd y asbesto, asi como
sustancias organicas como los bifenilos polidorinados (PBCs), doruro de vinilo y el
pesticida DDT (didloro difenil tricloroetano).

Los efectos de la exposicion a dichos tdxicos, tanto en ambientes naturales como
laborales, estan influenciados por las dosis, rutas y periodos de exposicién. De
importancia especial es el potencial tardio de algunos compuestos quimicos liberados al

ambiente para producir neoplasias en el hombre, como son los casos del carcinoma

1



pulmonar y el mesotelioma causado por exposicién continua a asbestos, el carcinoma
hepatico causado por e doruro de vinilo y la leucemia causada por exposicién al
benceno (Dean y col., 1986). Sin embargo, aln no ha sido probada la totalidad del
potencial toxico de la mayoria de los quimicos ambientales.

Las enfermedades humanas producidas por efecto de la exposicién a contaminantes
ambientales se deben a su efecto sobre diversos tejidos y sistemas del cuerpo (Bekesl y
col. 1986) . La piel, los pulmones, el higado, los rifiones, el sistema nervioso y el
sistema inmune, son blancos potenciales de los efectos de diferentes agentes, en
diferentes condiciones. Muchos compuestos ambientales son particularmente
importantes dada su capacidad para causar diversos efectos sobre los mecanismos de
defensa inmunoldgica ya que, entre otros efectos, podrian Iincluir una mayor
susceptibilidad para la adquisicion de enfermedades Infecciosas o alteraciones en la

capacidad de eliminacién de las mismas.

1.1 CONTAMINANTES AMBIENTALES Y SU EFECTO SOBRE EL SISTEMA
INMUNE.

Como consecuencia de |a industrializacion , 1a exposicion humana a téxicos ambientaies

se ha incrementado, ocasionando un aumento en la probabilidad de aparicién de

alteraciones de los diferentes mecanismos inmunitarios. Por ello, actualmente, la

exposicion a toxicos ambientales se presenta como uno de los problemas potenciales

de salud mas preocupantes.



En general, los efectos de la exposicén a diversos tdxicos ambientales sobre el sistema
inmune podrian ser agrupados en efectos de inmunopotendadidn y efectos de

inmunosupresion.

1.1.1 Inmunopotenciacién inducida por substancias quimicas y
metales, resultantes en reacciones alérgicas.

Los trabajadores de industrias asi como los individuos que viven cerca de ellas estan
expuestos a diversas sustancias y materiales toxicos que pueden provocar asma,
hipersensibilidad y dermatitis de contacto (Baer y col.,, 1973; Druet y col.,, 1982;
Parker, 1982) mismos que tienen su origen en efectos adversos sobre diferentes
mecanismos del sistema inmune. La prevalencia de asma y otras enfermedades
alérgicas se han Incrementado considerablemente en todas las ciudades
industrializadas. Al parecer, tanto factores genéticos como ambientales son
responsables de este aumento en la prevalencia. Entre los factores ambientales que se
considera son los responsables mas importantes se encuentran la contaminacién del
aire y el cambio de estilo e vida, asi como una baja resistencia a las infecciones febriles
durante la nifiez (Aubier, 2000). Varit.:>s estudios experimentales han mostrado que
algunos contaminantes como el ozono o las particulas producidas por combustién de
diesel (Diesel Exhaust Particles, DEP) pueden interactuar con alergenos, amplificando
sus reacciones alérgicas (Neuhaus-Steinmetz y col., 2000; Aubier M, 2000). Ademds, se
ha observado que las DEP administradas a ratones intraperiotneal o intranasalmente
poseen un efecto adyuvante en la produccién de IgE. Asi mismo, se ha descrito que la

concentracion de IgE total y especifica asi como células que expresan IgE en su



superficie en lavados nasales de humanos expuestos @ DEP se encuentra aumentada
(Takafuji y col., 2000). Se cree que este aumento se debid a la estimulacién de la
sintesis de citocinas de tipo Th2 inducida por el reto nasal con DEP, que ha sido
observado tanto en el hombre como en los ratones (Takafuji y col.,, 2000). Por otro
lado, ha sido demostrado que el metanol presente en las DEP induce apoptosis y la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en macréfagos pulmonares
alveolares, probablemente debido a una induccién de disfuncidn mitocondrial (Hiura y
col., 2000). Otras sustancias quimicas, como plasticos, resinas, productos usados para
el terminado de textiles, cosméticos y algunos metales han sido también implicados en

muchas respuestas de hipersensibilidad en el hombre (Dean y col., 1986).

1.1.2 Inmunosupresién.
Son diversos los compuestos a los que el hombre estd expuesto tanto laboral como
naturalmente y a los cuales se les atribuyen efectos negativos sobre diferentes

mecanismos de respuesta inmunitaria.

1.1.2.1 Benceno.
La exposicion a benceno, se ha asociado a mielotoxicidad manifestada como
leucopenia, pancitopenia ¢ anemia involucrando a uno o mas de los elementos
celulares inmunes. En individuos ocupacionalmente expuestos a benceno se ha
reportado una fuerte correlacion entre linfocitopenia y la existencia de anormalidades

en diferentes parametros inmunoldgicos como disminucién en los niveles séricos de



complemento y de IgG e IgA. (Dean y col., 1986). Ademas, se ha reportado que la
hidroguinona, un metabolito reactivo del benceno, provoca Ia inhibicién de la activadon

tanto de linfocitos T como B estimulados con mitdgenos (Pyatt y col., 1998).

1.1.2.2 Hidrocarburos halogenados aromaticos.
La exposicién tanto ocupacional como experimental a Bifenilos polibrominados (PBBs)
y policlorinados (PBCs) y a las dibenzodioxinas se ha asociado con disfunciones
inmunitarias tanto de mecanismos mediados por células como por anticuerpos
(Nordstrom vy col.,, 2000; Warren y col, 2000; Kronenberg y col.,, 2000).
Adicionalmente, la exposicion a estos compuestos causa una disminucién en la
resistencia del huésped al reto con agentes infecciosos como bacterias,- parasitos y

virus, asi como con células tumorales (Nordestrom y col., 2000; Dean y col., 1986).

1.1.2.3 Hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH).
La exposicién a PAH producidos durante la ignicidn de combustibles fésiles, ha sido
asociada a alteraciones importantes en los mecanismos de defensa inmunes mediados
tanto por células como humorales. Sin embargo, la inmucompetencia mediada por
linfocitos T parece ser poco alterada por la exposicibn a estos compuestos en

comparacion a Ias alteraciones observadas en la inmunidad humoral.



1.1.2.4 Uretanos y diesteres de forbol.
La exposicion humana ocupacional, asi como la exposicion experimental de animales a
los uretanos y a diesteres de forbol, inducen fa aparidén de linfomas, leucemias
adenomas pulmonares, hepatomas y melanomas. Parte de los efectos carcinogénicos
de uretanos y diesteres de forbol se han adjudicado a la depresiéon de diversos
parametros inmunes, tales como respuestas proliferativas de fos linfodtos B y T a
estimulos inespecificos 0 con leucocitos alogénicos , |3 disminucién de la actividad de

células NK'y disminucion del nimero de linfocitos T (Dean y col., 1983).

1.1.2.5 Plaguicidas.
Existe evidencia que implica a los insecticidas organofosforados, carbamatos y
organociorados en la produccién de alteraciones en los mecanismos de resistencia
tanto en humanos como en animales de laboratorio (Norddstrom y col., 2000; Dean y
col., 1986). Por ejemplo, la exposicion de conejos a 1.5 mg/kg/dia de metilparatién por
via oral durante 28 dias, produce una marcada reduccién en los centros germinales del
bazo después de estimulacién antigénica, atrofia timica cortical y disminucién de la

hipersensibilidad tardia a la prueba con tuberculina (Street y col., 1974) .

1.1.2.6 Gases y particulas suspendidas en el aire.
Los pulmones constituyen el 6rgano blanco primario para el ataque por quimicos ¥
téxicos que se encuentran en €l aire. Por ello, este érgano es altamente wulnerable a

una amplia variedad de sustancias que causan dafio a los tejidos involucrados en ¢



intercambio de gases y en sus mecanismos de defensa. La exposicién a ozono puede
inducir inmunoestimulacién, causando un fendémeno alérgico o bien una
inmunosupresién manifestada por un incremento en la susceptibilidad a infecciones
bacterianas (Lacroix y col., 1998). Debido a que los macrdfagos alveolares son las
primeras células involucradas en la resistencia puimonar a agentes toxicos, el ozono
presente en el aire altera particularmente la funcién de estas células. Varios estudios
demuestran que la exposicion a ozono en animales de laboratorio, ain a
concentraciones tan bajas como 0.1 ppm, induce una alteracién en el perfil de citocinas
producidas por los macrofagos alveolares, lo cual se asociada a un aumento en la
susceptibilidad para la adquisicion de enfermedades infecciosas respiratorias en estos
animales {Cohen y col., 2001; Coffin y col., 1972). Otras células involucradas en la
defensa contra agentes toxicos e infecciosos parecen ser también afectadas por la
exposicion al ozono. Se ha reportado que ratones de la cepa BALB/c expuestos a
diferentes dosis de ozono, muestran respuestas de linfocitos T de tipo Th2 asocladas a
un incremento de la concentracion de IgE sérica total, en los nivelesde IL-4 eIL-Sy
el reclutamiento de eosindfilos y linfocitos en las vias aéreas, de una manera

dependiente de la dosis de ozono ( Neuhaus-Steinmetz y col., 2000).

1.1.2.7 Metales presentes en al aire.
Existe evidencia indicando que varios metales traza pueden alterar la funcién
macrofagica y causar un incremento significativo en la susceptibifidad a las infecciones.
Entre los metales que se ha descrito que tienen estos efectos son Ni, Cd, Zn y Mg

(Dean y col., 1986).



La exposicion sistémica a compuestos quimicos derivados de metales también puede
causar efectos adversos sobre los mecanismos de proteccidn inmune y alterar la
resistencia tanto a agentes infecciosos como al desarrollo de tumores (Adkins y col.,
1979; Dean y col., 1982a). Estos efectos han sido reportados principalmente para Pb,
Cd (Borella y col.,, 1991), mercurio organico & inorganico, organotiones y otros
metaloides como As, Ni y Zn. Por ejemplo, la exposicion a Pb tiene efectos deletéreos
tanto sobre los mecanismos inmunitarios mediados tanto por células como humorales
(Fischbein y col., 1993; Borella y col., 1991). Estas alteraciones se ven reflejadas en la
capacidad del hospedero para resistir el reto con diferentes agentes infecciosos tanto

de tipo viral como bacteriano (Dean y col., 1986).

1.2 CONTAMINACION AMBIENTAL EN PAISES EN VIAS DE DESARROLLO.

En los paises en vias de desarrollo los efectos de los téxicos ambientales sobre la salud
del hombre son potenciados por otros factores como una alta prevalencia de
desnutricion y de enfermedades infecciosas, que afectan tanto a individuos de las dreas
rurales como urbanas. Por ello en estos paises los tdxicos ambientales representan un
problema todavia mayor que en los paises desarroliados. Ademds, la carencia o mala
aplicacién de normas que regulan 1a exposicion del hombre a sustancias genotdxicas,
es un problema comun.

La desnutricion es problema de salud comin en nuestro pais. Se conoce que las
deficiencias primarias en vitamina A, yodo, calcio , cido fdlico y elementos traza como
el zinc, se ven agravadas por exposicidn a diversos contaminantes producidos por la

actividad humana (Iyengar y col., 2000). Por ejemplo el Pb, el As, Hg y otros metales




pesados presentes en e ambiente y que pueden entrar a la cadena alimenticia, pueden
ser una causa seria de depledion de las reservas corporales de hierro, vitamina C y
otros nutrientes esenciales. Esto da lugar a un deterioro de los mecanismos
inmunitarios, retardo en el crecimiento intrauterino, alteraciones en las facultades
psico-sociales y otros trastomos asociados a mainutricion.

En México, la rapida industrializacién carente de un control ambiental adecuado, ha
causado una alta contaminacién de aire, suelo y agua por metales en diferentes
comunidades, sobre todo en aquellas en donde se localizan industrias refinadoras y
fundidoras de metales. El As es uno de los metaloides mas cominmente encontrado
como contaminante ambiental tanto en agua, aire y suelo, en diferentes 2zonas del
centro de México. Este metaloide es un producto de procesos de refinacién de metales,
por lo que, las comunidades aledafas a las industrias refinadoras presentan altas
concentraciones ambientales de As que superan en mucho a las normas ambientales
establecidas. Diferentes estudios han mostrado que Hermosillo, Son., la region
Lagunera de Durango, Torreén, Coah., el estado de Chihuahua , Monterrey, N.L y la
ciudad de San Luis Potosi, presentan altos indices de contaminacién por Cd, Pb y As
{Benin y col., 1999; Diaz Barriga y col., 1992, 1994), De igual manera se han reportado
altas concentraciones de Pb, Cr y Ni en sedimentos y tejidos animales en estados de las
costas del Pacifico Mexicano y el Golfo de México, principaimente en la cercania de

ciudades altamente industrializadas (Villanueva y col., 1998).




1.3 CONTAMINANTES DE LA INDUSTRIA METALURGICA EN SAN LUIS
POTOSI.

La fraccién Morales de la zona urbana de la ciudad de San Luis Potosi, alberga a la
compaifiia Industrial Minera México, S.A. (IMMSA), quien cuenta con plantas refinadoras
de cobre y de zinc. En conjunto, esta compaiiia emplea a poco mas de 1700
trabajadores y constituye la tercera fuente de empleo mas importante de {a ciudad.
Entre los productos de la compafia IMMSA se encuentran Pb, Cd y As, con una
produccion de alrededor de 5000, 1400 y 4800 toneladas anuales, respectivamente,
correspondientes a alrededor del 3%, 45% y 100% de la produccién nacional,
respectivamente. Desafortunadamente, la alta actividad metalirgica dentro de esta
area urbana ha causado la presencia de concentraciones alarmantemente altas de
dichos minerales, como contaminantes de suelo, aire y agua. Estudios realizados por el
grupo de Toxicologia Ambiental de la Facultad de Medicina de la UASLP (Diaz-Barriga vy
col., 1994), han mostrado que el valor promedio de As en muestras de aire durante los
meses de octubre a marzo de los aiios de 1989 hasta 1993, fue de 2.4 mg/m®. Este
valor es entre 25 y 70 veces mas alto que el indicado por la guia ambiental (0.05
mg/m®) y estd muy por arriba de las normas anuales establecidas para los estados
norteamericanos de Washington (0.3 mag/m®) o Montana (0.07 mg/m?). Asi mismo, la
concentracion de As en agua mostrd cifras de hasta el 200% superiores las
recomendadas por !a Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como maximo aceptable
(10 mg/L). La concentracién de As en muestras de suelo fue de hasta 880 mg/kg, que
corresponde a mas de 15 veces los valores de la guia ambiental (56 mg/kg). En lo
referente a Pb, la concentracién promedio en aire y suelo del drea de fa fraccidn

Morales durante 1989 a 1993 fue de 2.4 mg/m’® y 357 mg/kg, respectivamente, los que
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estdn también muy por arriba de los valores recomendados por la OMS de 1 mg/m®
para aire, 0 de la gufa ambiental en suelo de 250 mg/kg (Diaz- Batriga y col., 1994).
Ademas de la fraccion Morales, dentro del estado de San Luls Potosf existen al menos
otras cinco areas en donde la alta actividad minero-metal(rgica ha causado la presencia
de altas concentraciones de metales como contaminantes ambientales.

En nifios que habitan la mencionada zona se han reportado niveles significativamente
altos de As en orina {un promedio de 191.1 pg de As/g de creatinina), en asociacién a
una alta prevalencia de infecciones gastrointestinales por diversos agentes entre los que
destaca Giardia Jamblia (Diaz-Barriga y col., 1992). Esta asociacidn nos sugiere que la
exposicion cronica de los habitantes de estas zonas a los contaminantes mencdionados,
puede ser una de las causas de una mayor susceptibilidad para la adquisicidn de estas
infecciones, probablemente mediante efectos deletéreos sobre los mecanismos de

proteccion inmune ,

1.4 INMUNOTOXICICIDAD DEL As.

La exposicion aguda y crénica a As ha sido reportada en muchos paises del mundo,
especiaimente en Argentina, Bangladesh, India, México, Tailandia y Taiwan, en donde
una gran proporcion del agua para beber estd contaminada con altas concentraciones
de As (Tchounwou y col., 1999), Los efectos generales sobre la salud del hombre por
exposicion a As incluyen efectos cardiovasculares y enfermedad vascular periférica,
anomalias del desarrollo, desordenes neuroldgicos y neuroconductuales, diabetes,
pérdida del sentido del oido, fibrosis portal hepatica, fibrosis pulmonar, desordenes

hematoldgicos como anemia, leucopenia, eosinofilia asi como neoplasias (Tchounwou y
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col., 1999). Sin embargo, en los tltimos anos un efecto indeseable mas del As se
anade a la lista anterior: su efecto sobre diferentes mecanismos inmunitarios. Los
efectos que se han reportado que causa la exposicion a As sobre el sistema inmune,
podrian ser divididos en Inmunoestimulacion e inmunosupresién . Estos efectos
aparentemente contradictorios han sido descritos en forma independiente y parecen
estar influenciados por la ruta, dosis y tiempo de exposicion (crénico o agudo) del
hombre o los animales de experimentacién utilizados en los estudios de
inmunotoxicidad. Por ejemplo, se ha reportado que la administracion intratraqueal de
As a una dosis de 200 mg/kg a ratones, disminuye la resistencia al desarollo de
melanomas (Bums y col., 1993; Sikorsky y col., 1980), asi como el nimero de linfocitos
T cooperadores y su capacidad de proliferacion ante estimulos inespecificos como
Fitohemaglutinina (PHA) o Concanavalina A (ConA) (Burns y col., 1993). Asi mismo,
este tratamiento disminuye el nimero de células productoras de anticuerpos en contra
de antigenos T-dependientes (Sikorsky y col., 1991), Sin embargo, también se ha
reportado que dosis menores de As (50 mg/kg) pueden Inducir el aumento en ia
proliferacién de linfocitos ante estimulos inespecificos. La interpretacion de estos datos
sugiere que los linfocitos T citotéxicos/ supresores (LTs/c) tienen mayor susceptibilidad
al As que los Linfocitos T cooperadores (LTh), por lo que a bajas dosis la funcidn
supresora se ve afectada dando por resultado el predominio de la actividad
estimuladora de células LTh. En la literatura también se ha reportado que tras la
intoxicacion agudo (una sola dosis) de ratones con As (Silrosky y col., 1989; Kerkeviiet
y col., 1990), existe un aumento en la resistencia del hospedero a infecciones
estreptococcicas y con Lysteria (Bums y col.,, 1993), asi como un incremento en la

cantidad del componente C3 del complemento, ademas de aumento de la actividad de
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células NK contra células neoplasicas. Por otro lado, se ha observado que tras una
intoxicacion crénica, existe un aumento en fa resistencia def huésped a algunas células
neoplasicas como las MSV de sarcoma (Kerkevliet y col., 1990). En lo que respecta a la
intoxicacién crénica en roedores, la Unica referencia existente a la fecha registra un
aumento en la resistencia de ratones al desarrollo de tumores tras (a inoculacién de
células de sarcoma MSB. Como es de esperarse, no existen datos acerca del efecto del
As sobre diferentes mecanismos inmunitarios tras la exposicién aguda en el humano.
Los reportes que se tienen sobre los efectos del As sobre el sistema inmune en el
humano, han sido realizados con células obtenidas de personas crénicamente
expuestas a As, principalmente a través de la ingestion de agua conteniendo altas
cantidades de As (Gonsebatt y col., 1992,1994; Yu y col., 1992,1998). Los efectos
descritos en estos casos también se refieren tanto a la estimulacién como a la
supresion de diferentes parametros (Yu y col., 1992, 1998) similares a los descritos en
animales. Dado que estos reportes no permiten obtener conclusiones concretas sobre
efectos inmunotoxicos del As y sus posibles consecuencias sobre las enfermedades
infecciosas, la evaluacién de la exposicién a As sobre diferentes pardmetros inmunes de
una forma integral a través del uso de un modelo experimental de intoxicacidn, resulta

de suma importancia.
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1.5 EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LOS TOXICOS AMBIENTALES SOBRE
EL SISTEMA INMUNE.

Como ya fue descrito, los efectos producidos por la interaccién de sustancias tdxicas
encontradas en el medio ambiente sobre Ias diferentes células que constituyen el tejido
linfoide, incluyen una diversidad de efectos que incluyen el desarrollo de reacciones
alérgicas, autoinmunidad, proliferacién cejular incontrolada, incapacidad para eliminar
células neoplasicas, respuestas de inmunosupresion ¢ alteraciones en los diferentes
mecanismos de defensa del hospedero en contra diversos patdégenos.

Dado que la medicién de un solo pardmetro inmunoldgico no puede ser utilizada para
una evaluacidon adecuada de los efectos deletéreos sobre el sistema inmune después de
la exposicién a un determinado téxico, se han propuesto ensayos in vivo e /7 vitro para
evaluar efectos de inmunotoxicidad utilizando animales de experimentacién como
modelos de intoxicacidn. Tales ensayos, siguen dos esquemas que han sido llamados
TIERI I, para la deteccién de alteraciones bdsicas en el sistema inmune, y TIER II,
para una caracterizacién més precisa de las alteraciones inmunolégicas (Tabla 1). Estos
esquemas son recomendados por la Food and Drug Administration (FDA) y la
Environment Protection Agency de los Estados Unidos (EPA) para la identificacién de
efectos inmunotoxicos de multiples compuestos que van desde alimentos hasta tdxicos
ambientales. Los ensayos de inmunocompetencia propuestos incluyen la evaluacion de
inmunopatologia, funcidn de la inmunidad celular mediada por células (CMI), inmunidad
humoral, funcién de macréfagos y resistencia del huésped a infecciones (Dean y col.,

1979).
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TABLA 1. PANEL TIER 1Y TIER II PARA LA DETECCION DE ALTERACIONES
INMUNES TRAS LA EXPOSICION A SUSTANCIAS QUIMICAS Y FARMACOS EN

ROEDORES.

PARAMETROS

PROCEDIMIENTOS
TIER I

PROCEDIMIENTOS
TIER IT

Inmunopatologia

Histologia; bazo, tima, médula
dsea, nodulos linfaticos.

Pesos: corporal, bazo, time, riiidn,
etc.

Hematologia: cuenta completa y
diferencial de leucocitos,

Perfil de marcadores de superficie
celular (% de cdulas Ty B,
macréfagos y subpoblaciones de
célylas T),

Resistencia del hospedero

Reto con Listeria monocytogenes.
Y Streptococcus

Susceptibilidad al tansplante de
tumores singénicos.

Inmunidad Celular

Blastogénesis de linfocitos en

respuesta 3 mitdgenos y
leucocitos alogénicos.

Cuantificacién de linfocinas.
Funcién de Linfocitos T
citobdxicos.

Citotoxicidad celular dependiente
de AC’s.

Inmunidad Humoral

Células formadoras de placas.
Niveles de IgM especifica.

Cuantificacién de cdlulas
progenitoras de oélulas B.
Respuestas primarias de Ac's a
antigencs T-independientes.
Respuestas secundarias de Ac’s a
antigenos T-dependientes.

Funcion de Macrofages

Cuantificacidn de macrifagos
pertoneales y capacidad de

fagocitosis.

Niveles macrofagicos de
ectoenzimas.

Histolisis de células tumorales,
Adrndad bactericida.

Funcion de Granulocitos

Reduccion de NTB, estallido
respiratorio,

Médula dsea

na

Cuantificacion de células
estaminales pluripotenciales.
Cuantificacion de células

progenitoras de
granulocitos/macrifaqgos.

n.a. = no aplica.
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1.5.1 Histopatologia.
Las alteraciones en el peso o tamafio de érganocs linfoides asi como de su histologia o
de cambios cuantitativos en leucocitos y en las subpobladones celulares, son
parametros utilizados en el tamizaje inicial del potencial inmunomodulador de un tdxco
ambiental en roedores. Por ejemplo, el peso del bazo, expresado en términos de la
relacion peso del bazo/peso corporal, puede ser indicador de una disfuncidn inmune.
En este drgano se observa la disminucidén de centros germinales (hipoplasia linfoide)
después de la exposicidn a tdxicos inmunosupresores y generalmente se acompafia por
una disminucién en la habilidad del roedor para produdr anticuerpos de la clase IgG

(Shurmann y col., 1994).

1.5.2 Inmunidad celular.
Los ensayos actuaimente disponibles para evaluar la inmunidad mediada por células,
incluyen la determinacion de las respuestas linfoproliferativas a mitdgenos y a
leucocitos alogénicos en cultivo. Bajo ciertas condiciones pueden presentarse
alteraciones en las respuestas proliferativas de animales tratados con agentes
inmunosupresores, aun cuando cantidades normales de linfocitos estan presentes,
indicando una falla celular de tipo funcional {Adams y col., 1982; Dean y col., 1982b;

Bekesi y col., 1996).
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1.5.3 Inmunidad Humoral.
La cuantificacon de inmunoglobulinas para evaluar la inmunidad humoral resulta
especialmente Util para la evaluadién Inmunoldgica en ratones Intoxicados arénicamente
(Dean y col., 1982°). La respuesta inmune humoral frente a un antigeno, puede ser
cuantificada ya sea por la medicion de anticuerpos séricos o bien por la determinacién
del nimero de células productoras de anticuerpos en respuesta al reto con un antigeno

especifico (Dean y col., 1979, 1982b; Bekest y col., 1986).

1.5.4 Macréfagos.
Dado que 1a funcién de los macréfagos esta regulada por linfocitos, los ensayos para la
evaluacién de la funcidn macrofagica evailian no solamente su funcién fagocitica
inespecifica y su actividad regulatoria en las respuestas inmunes, sino también Ila
eficacia de sus funciones de regulacién a través de citocinas. La exposicién a téxicos
ambientales, puede alterar la capacidad basal de los macréfagos para responder a
estimulos de activacion. Los ensayos para la evaluacion de este parametro inmune,
incluyen la cuantificacién de la capacidad fagocitica y la capacidad de inhibicién del

crecimiento de células tumorales. (Adam y col., 1982).

1.5.5 Granulocitos.
La actividad granulocitica puede ser determinada por la medicidn de actividades

fisiolégicas como fagoditosis, actividad quimiotactica, actividad bacteridida o fa
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capacidad de realizar estallido respiratorio. Esta Ultima medida a través de la reduccion

de nitro azu! de tetrazolio (NBT), o del compuesto 2 "7 didorofluoresceina.

1.5.6 Capacidad para eliminar infecciones.
El reto de un animal con un agente infeccioso resulta ser un método simple para
determinar el efecto inmunomodulador de un determinado tdxico (Dean y col., 1982a).
Este procedimiento provee de Informacion general sobre la capacidad del agente tdxico

para interferir con la resistencia del huésped en contra de patégenos.

1.6 RESISTENCIA DE LOS MICROORGANISMOS HACIA TOXICOS Y
FARMACOS.
La asociacion entre niveles aitos de contaminantes ambientales y zonas habitadas por
poblaciones humanas con altas prevalencias de enfermedades infecdosas es muy
frecuente (Diaz-Barriga y col., 1994; Zanobetti y col.,, 2000). Buena parte de la
relevancia de los téxicos contaminantes ambientales parece residir en su potendal para
afectar tanto al huésped como a los agentes etioldgicos causantes de las infecciones.
Por un lado, los contaminantes ambientales pueden deteriorar las barreras naturales
contra agentes infecciosos como son la piel y los epitelios mucosos que recubren los
tractos respiratorio, gastrointestinal y genitourinario. Ademds, como ya fue
mencionado, pueden causar aiteraciones de los mecanismos inmunes de resistencia y
tienen efectos mutagénicos particularmente en células con alta actividad proliferativa

como son los diversos tipos celulares involucrados en las respuestas inmunes {Gillin y
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col., 1990; Gonsebatt y col,, 1994). Por otro lado, ya que se ha descrito que en varios
organismos patdgenos infecciosos existen mecanismos que confieren resistencia hada
diversos metales toxicos, los contaminantes ambientales podrian ejercer una presion
selectiva de variantes que posean dichos mecanismos. Tales mecanismos de resistenda
descritos en diversas especies bacterianas patdgenas y algunas especies de parasitos,
consisten de bombas transportadoras que mantienen concentraciones intracelulares
bajas del toxico al eliminario del medio intracelular (Borst y col., 1995; Cervantes y col.,
1994; Silver y col., 1996). En otros casos, se ha descrito que existen mecanismos de
detoxificacion metabdlica capaces de Inactivar a los tdxicos mediante cambios en su
estado quimico y eliminacién de los metabolitos resultantes (Kagi y col., 1987). Por otro
lado, la actividad mutagénica de muchos compuestos tdxicos podria contribuir a un
incremento en la variabilidad bioldgica normalmente mostrada por los agentes
etioldgicos infecciosos. Los efectos tanto en el huésped como en el agente infeccioso
resultan mas relevantes en aquellas enfermedades infecciosas en las que se observa un
balance precario entre ios mecanismos de proteccién del huésped y la virulenca o
patogenicidad del agente etiolégico.

Un mecanismo adicional de proteccidén en contra de los efectos tdxicos de metales
descrito tanto en células procariontes como eucariontes son las metalotioneinas, que
constituyen una familia de proteinas con un alto contenido caracteristico de residuos de
Cisteina (Cys). Estas proteinas son capaces de unir diversos iones metdlicos mediante
enlaces coordinados, a través de grupos sulfhidrilo libres (Kdgi y col., 1987, Turmner y
col., 1995). En la superficie de los trofozoitos del protozoario G. lamblia existe una
proteina cuyas caracteristicas parecen comresponder perfectamente a las

metalotioneinas de clase I que han sido descritas: alto contenido de Cys, bajo
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contenido de His y Arg, secuendias caracteristicas Cys-X-Cys y capacidad de uni6n a
metales (Tumery col., 1995). Esta proteina se encuentra en grandes concentraciones
en la membrana plasmatica de los trofozoitos de Giardia lamblia constituyendo las
llamadas "Variable Surface Antigen Protein® o VSAP (Nash y ool.,, 1993). Como su
nombre lo indica, las VSAP presentan alta antigenicidad en humanos. Estas proteinas
también presentan alta variabilidad antigénica debida, por un lado, a la expresidn de
variantes genéticas de la misma proteina codificadas por un nimero no bien
determinado de genes, arreglados en tandem a lo largo de uno de los cromosomas del
microorganismo (Gillin y col., 1950); por otro lado, estos genes parecen ser alterados
por la alta proporcion de mutaciones reportado para el genoma de G. /ambiia (Ey y col.,
1993). Se ha sugerido que estos mecanismos, la expresidn secuencial y la alta
proporcion de mutaciones, pueden contribuir como mecanismos de evasion de la
inmunidad desarroliada por el hospedero, de una manera similar a lo observado en las
tripanosomiasis africana (McCulloc y col., 1991). La alta proporcion de mutaciones
normalmente observada en G. /amblia, aunado a los efectos mutagénicos de
compuestos toxicos ambientales, podrian amplificar la variabilidad antigénica del
microorganismo haciendo aun mas dificil el desarrollo de respuestas inmunes eficaces
en contra del pardsito. De igual manera, los efectos mutagénicos de compuestos
toxicos ambientales podrian también contribuir al desarrollo de los cada dia mas
frecuentes microorganismos con resistencia a farmacos, como es €l caso de G. flamblia
(Majewska y col., 1991), de [a cual se han obtenido aislados que presentan resistencia
a nitroimidazoles y nitrofuranos (Towson y col., 1994). Entre los mecanismos de
resistencia a metronidazol descrito para Giardia y Trichomonas se encuentran la

pérdida de activacién del farmaco por una disminucién en la cantidad de ferredoxina,
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que participa en la activacién del antibiético (Towson y col., 1995). A nivei molecular,

esta resistendia se ha asociado a mutaciones en G. fambiia (Upcroft y col., 1992).

1,7 LA GIARDIOSIS COMO UN MODELO PARA EVALUAR
INMUNOTOXICIDAD.
La giardiosis podria constituir un excelente modelo para dilucidar los efectos del medio
ambiente sobre enfermedades infecciosas. En la giardiosis murina se ha descrito que
alteraciones en tan sélo uno de los multiples factores de inmunidad tiene consecuendas
importantes sobre el curso o gravedad de la infeccidn. Se ha determinado que defectos
en la produccién de anticuerpos, en la funcionalidad de celulas linfociticas Th
(cooperadoras) 6 en macrofagos y otras células granulociticas, pueden transformar la
giaridosis murina de una infeccion transitoria, con una duracion de 10 semanas, en
infecciones de tipo crénico que puede durar toda la vida del ratén. De igual manera, en
humanos se han reportado que inmunodeficiendas tales como
hipogammaglobulinemias congénitas y adquiridas, Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida, y otras, confieren un alto riesgo de infecciones giardidsicas persistentes 0
de gravedad. La importancia del modelo murino reside principatmente en la existencia
de cepas singenicas de ratones que, como una caracteristica genética, desarrollan
infecciones ya sea de tipo transitorio 0 crénico. La mayoria de las cepas murinas que
sufren giardiosis primaria crénica, muestran deficiencias de diversos elementos del
sistema inmune. Ademds, el modelo murino ha hecho posible la identificacién y
manipulacion de los factores inmunes involucrados en la respuesta contra de pardsito

(den Hollander y col., 1988; Heyworth 1992).
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1.8 EL GENERO Giardia.

El género Giardia pertenece al orden Diplomonadida y a la familia Hexamitidae.
Actualmente se reconocen tres especies por medio de criterios puramente
morfoldgicos: G. /amblia (también conocida como G. duodenalis o G. instestinalis), que
infecta a los seres humanos y otros mamiferos; G. muris, hallada en los roedores y G.
agilis hallada en las ranas (Hill y col, 1991). De las tres espedes morfoldgicas,
sclamente se ha cultivado exitosamente G. /amblia, cuyo crecimiento se ve
incrementado en presencia de sales biliares, lo que podria explicar su predileccién por
la colonizacion del intestino delgado. Es un anaerobio aerotolerante, metaboliza la
glucosa a etanol, acetato y CO,, carece de mitocondrias, utiliza los fosfolipidos, acidos
grasos, el colesterol y las pirimidinas del medio ambiente (Hill y col., 1991). Giardia
lamblia, protozoario entérico flagelado, ha surgido en los Gltimos afios como causa
importante de diarrea endémica y epidémica. Debido a su distribuciéon mundial, es un
importante agente etiolégico de las diammeas crénicas debilitantes y de la diarrea de los
viajeros, En Estados Unidos es el parasito entérico de mayor prevalencia y el principal
agente infeccioso identificado en epidemias de diarreas transmitidas por el agua (Leder
y col.,, 1999). En los paises en vias de desarrollo, G. /amblia constituye uno de los
principales patdgenos entéricos en lactantes (Gilman y col., 1985; Leder y col., 1999).
En México la prevalencia de giardiosis reportada en distintos estudios va del 2% al
80%, dependiendo de la edad, condiciones sanitarias, sodoecondmicas o culturales de
la poblacion analizada (Salazar y col., 1981; Guerrero y col., 1983). Por otro lado, se

ha observado mayor prevalencia y gravedad de giardiosis en infantes y en sujetos con



deficiencias o supresiones del sistema inmune, que en el resto de la poblacién (Farthing
1985; Ward y col. 1985; Gilman y col., 1985; Lev y col., 1986). La adquisicion de
parasito requiere la ingestion por via oral de los quistes de G. Jamblia, lo que ocurre
generalmente a través del agua contaminada con materia fecal. Sin embargo la
transmision interpersonal es la segunda forma mas importante de infeccién que se
presenta principalmente en individuos con malos habitos de higiene, en nifios pequefios
en guarderias, homosexuales masculinos sexualmente activos y en intemos de
instituciones de custodia (Leder y col., 1999). Aunque poco reconodido, la transmisidn a
través de alimentos contaminados con materia fecal parece ser un mecanismo adicional
de transmision {Peterson y col., 1988; Mintz y col.,1993).

Tras su ingestion y paso por el estdmago, los quistes liberan a los trofozoitos quienes
colonizan y proliferan en el intestino delgado, principalmente en el duodeno y la porcién
superior del yeyuno. Bajo condiciones intestinales que no se conocen completamente,
algunos trofozoitos se transforman en quistes que son excretados en las heces para

reiniciar el ciclo de vida.

1.8.1 Manifestaciones clinicas de la giardiosis.
Las manifestaciones clinicas de la infeccién con G. /amblia, incluyen diarrea acuosa
autolimitada aguda, o bien diarrea cronica intermitente con heces fétidas, dolor
abdominal y flatulencia. En los casos graves también se puede observar malabsorcién
y pérdida de peso (Hill y col., 1991, Leder y col., 1999). Se estima que el 5-15% de la
infecciones con G. /amblia son asintomaticas, 25-50% presentan cuadros diarreicos

agudos y el 35-70% no presenta sintomas.
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1.8.2 Patogenia y respuesta inmune en giardiosis.

Han sido postulados varios mecanismos patogénicos en la giardiosis. Mediante
microscopia electrénica se ha observado dafio en el borde en cepillo de las células del
epitelio intestinal (Farthing 1997). Asi mismo, tanto en infecciones humanas con G.
lamblia como en infecciones murinas con G. muris (WelsH y col,, 1984; Guillon y col,,
1982), se han reportadas deficiencias en disacaridasas intestinales, especialmente de
lactasa. Ademds se ha reportado que en ratones infectados con G. muris existe una
mayor velocidad de renovacion de las células epiteliales de las criptas intestinales
(Guillon y col., 1982), o que podria ocasionar cambios en la capacidad absortiva del
intestino.

Un componente muy importante en la relacién hospedero-parasito de la giardiosis, es la
respuesta inmune del huésped en contra del parésito (den Hollander y col., 1988). Los
diferentes mecanismos inmunes celulares y humorales juegan un papel importante de
proteccion en contra de los trofozoitos de G. /lamblia y en su eliminacién. Sin embargo,
en ocasiones la intervencidn de estos mismos mecanismos se ha asociado directamente
con la produccion de enfermedad (den Hollander y col., 1988).

La participacion de la respuesta inmune en la proteccién en contra de giardiosis es
evidente en la mayor prevalencia observada en sujetos que sufren deficiencias o
supresiones del sistema inmune. Por ejemplo, la alta prevalencia de giardiosis
observada en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida sugiere la
participacion activa de linfocitos T (LT) en la proteccidn en contra de giardiosis (Tandon

y col.,, 1977). En el modelo animal, se ha encontrado que los ratones atimicos
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(nude/nude), con defidencia genética en e desarrollo de LT, sufren infecciones
cronicas por G. muris que contrastan con las infeccdones transitorias (< de 10 semanas)
desarrolladas por ratones eutimicos (Balazs y col., 1978). Asi mismo, ratones eutimicos
depletados de LT cooperadores (LTh) con anticuerpos en contra del marcador L3T4,
son suceptibles a desarrollar giardiosis crénica (Polis y col.,, 1986). Ademads, la
reconstitucidn de ratones atimicos con células linfoides procedentes de ratones
eutimicos restablece la capacidad de eliminar la infeccidén (Roberts-Thomson y col.,
1978).

Durante una infeccion gastrointestinal con Giardia se produce una respuesta inmune
humoral sistémica, sin embargo dado que 1a infeccién con este pardsito se limita a la
luz del intestino delgado, especificamente en el duodeno, los anticuerpos secretores
intestinales, juegan un papel mas importante en la eliminacién del pardsito. Durante
las infecciones con Giardia , se ha demostrado el aumento de células que expresan
anticuerpos tanto del tipo IgM , IgG e IgA. En el modelo murino, la IgA ha sido la dase
de inmunoglobulina predominante detectada en las secreciones intestinales y su
desarrollo se correlaciona cronoldgicamente con la eliminacién del pardsito (Heyworth
1986, Snider y col., 1986). Ha sido demostrado que la ausencia de IgA secretoria se
asocia con una incapacidad para resolver |a infeccién (Snider y col., 1985).

La participacion de anticuerpos producidos por activacién de linfodtos B (LB) en contra
de giardiosis, ha sido ampliamente documentada tanto en humanos como en el modelo
murino.  Pacientes con hipogamaglobulinemia ligada al cromosoma X, deficiencia
selectiva de inmunoglobulina A (IgA), etc., presentan mayor prevalencia de giardiosis
(Gillin y col., 1996; Barbour y col., 1976; Nash y col,, 1985b). En la giardiosis humana

se producen tanto en suero como en secreciones anticuerpos especificos de los isotipos
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G, A y M dirigidos contra antigenos de G. famblia (Nash y col., 1985; Ward y col,
1985). La alimentacidn con leche o calostro conteniendo IgA contra G. lambiia, protege
parcialmente a los infantes limitando la gravedad de la infeccién (Pettersen y col.,
1972; Knight 1989). Estos anticuerpos podrian deber su efecto a la destruccién del
parasito mediante inactivacion de moléculas de superficie criticas para su sobrevivendia,
o por la activacién del complemento. Observaciones similares han sido realizadas en el
modelo murino en donde ratones con inmunodeficiencia ligada al cromosoma X o;
equivalente a la hipogamaglobulinemia observada en humanos), o ratones depletados
de LB y células plasmaticas, desarrollan giardiosis crénica (Den Hollander y col., 1988;
Oyerinde y col., 1977).

La participacion de macréfagos, células cebadas y neutrffilos ha sido estudiada con
mayor detalie en el modelo murino. Los ratones con genotipo Wv/Wv, que presentan
una deficiencia en la maduracion células cebadas, son incapaces de eliminar la
giardiosis primaria (Gilman y col., 1988). Ademas, se ha observado que los macréfagos
fagocitan activamente trofozoitos asodados al epitelio intestinal e, /7 vitro, los
neutrofilos son capases de destruir trofozoitos del pardsito (Nash y col.,, 1985a;
Farthing 1986).

Es importante notar que la susceptibilidad de los ratones para desarrollar giardiosis
cronica se limita a exposiciones primarias, ya que la mayoria de las cepas de ratones
que desarrollan giardiosis primaria crénica, adquieren resistencia a infeccones
secundarias, transformandose estas en infecciones transitorias (Owen y col., 1979;
Saha y col., 1977). Esto sugiere que los mecanismos inmunes de proteccién contra
giardiosis secundaria pueden ser diferentes de los involucrados en la proteccién contra

giardiosis primaria.
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1.9 JUSTIFICACION.

En nuestro pals, asi como en otros paises en vias de desarrollo, resulta frecuente
observar que en las zonas de mas bajo nivel sodoecondmico, prevalecen altos indices
de contaminacién ambiental. En estas regiones es comin observar la coexistencia de
un alto grado de enfermedades infecciosas gastrointestinales, tales como giardiosis.
Estos toxicos ambientales pueden causar un doble efecto, alterando por un lado los
mecanismos de defensa del huésped y por otro modificar diferentes caracteristicas
bioldgicas de los agentes Infecciosos, tales como sus patrones de crecimiento,
resistencia a toxicos ¢ antibidticos. Estos efectos podrian traducirse en alteraciones del
curso y gravedad de las infecciones. Una de las principales vias de exposicién a
diferentes toxicos ambientales en los habitantes de las zonas de marginacion sodal lo
constituye la via oral. Ademds ya que los periodos de exposicion son en general muy
prolongados, éstas constituyen exposiciones cronicas. Los estudios en animales de
laboratorio que han abordado la via de exposicion oral para valorar su efecto
inmunomodulador, son muy escasos. Adicionalmente, en estos estudios los animales
experimentales generalmente han sido expuestos a dosis Unicas 0 agudas. Por lo tanto,
existe poca informacién sobre los efectos de exposiciones a téxicos ambientales por via
oral y de forma crénica. Dada la importancia de [a modalidad de exposicién oral crénica
en la poblacidn humana de la regién central de nuestro pais, estimamos necesario
realizar un analisis integral de los efectos de intoxicacidn con As sobre diferentes
mecanismos de defensa inmunitaria de ratones sujetos de experimentacién y que
incluyera el reto con una contraparte murina (Giardia muris) del agente infeccioso

parasito gastrointestinal G. /ambilia, comin en nuestra poblacidn.
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1.10 OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos que tiene la Intoxicacion oral crénica por As sobre los principales

mecanismos de proteccidn inmune en ratones y en las caracteristicas de la giardiosis

murina .

1.11 OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Evaluar los efectos de la intoxicacién por As sobre los principales mecanismos

de inmunidad en contra de la giardiosis murina.

2. Evaluar los efectos que la intoxicacidn por As tiene en el curso de giardiosis

murina usando el modelo de ratén y G. muris.

3. Evaluar el efecto de la exposicibn a As en el crecimiento In vitro de los

trofozoitos de Giardia lambiia.
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CAPITULO

2

MATERIALES Y METODOS

2.1 ANIMALES UTILIZADOS Y TRATAMIENTOS.

En este estudio se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c 0 CBA/CaHN(X®) (The
Jackson Lab. Bar Harbor, Maine, E.U.A), de 6 a 8 semanas de edad. En todos los casos,
los ratones se mantuvieron libres de parasitos y con alimentacién normal (LabDiet,
Prolab Laboratory Animal Diet).

Para la determinacién del efecto de la intoxicacidn crénica oral con NaAsQ; sobre
diferentes parametros inmunolégicos, se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c
deentre 6y 8 semanas de edad. Se establecieron cuatro grupos expéﬁmentales los
cuales fueron mantenidos libres de parasitos, con alimentacién normal y con agua de
consumo libre de téxicos (grupo control) o conteniendo, S0, 125 y 250 pg/mb de
NaAsO; (grupos problema). Los ratones se intoxicaron por un periodo de 6 semanas (45

dias), considerado en este estudio como intoxicacion crénica.
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Para determinar el efecto de la intoxicacion con As sobre el peso corporal y su relacién
con el peso del bazo, los ratones se pesaron en una balanza granataria tanto al inicio
como al término del periodo de intoxicacion, dia en que fueron sacrificados. El bazo de
los ratones se extrajo, se liberé del exceso de tejido, se lavd en amortiguador salino de
fosfatos ( PBS) y se pesd en una balanza analitica . El peso del bazo de cada uno de los

ratones se expresd como el porcentaje del peso total corporal,

2.2 OBTENCION DE TEJIDOS, ORGANOS Y CELULAS DE LOS ANIMALES DE

EXPERIMENTACION.

2.2.1 Obtencion del bazo y CMN,

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, se extrajo el bazo asépticamente y
se colocd en una sclucién amortiguadora de fosfatos-EDTA (PBS-EDTA: 10 mM
fosfatos, 150 mM Nadl, 2.5 mM EDTA, pH 7.0) .

Para la obtencion de las CMN, el bazo se homogenizé con un émbolo de jeringa estéril,
la suspensién celular obtenida se colocd en un tubo cbnico de 15mL y se centrifugd a
250 xg por 10 min. El botén celular se tratd con una soludén de lisis de eritrocitos
(NH,C1 200 mM, KHCO; 10mM, EDTA 0.1mM) por espacio de 1 min. Inmediatamente
después, las células se lavaron en dos ocasiones con PBS-EDTA y se cuantificaron en

hematocitémetro con azul de tripano (90%) como colorante vital.
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2.2.2 Obtencion de Intestino
Se obtuvo una seccidn de 2 cm de longitud del intestino delgado, correspondiente a la
fraccion duodenal. Cada seccién se colocd en tubos de ensayo graduados para
determinar el volumen promedio ocupado por el tejido. A continuacion, se determiné el
peso de cada una de las secciones de intestino en una balanza analitica. Finalmente,

los tejidos se congelaron a —20°C hasta su uso.

2.2.3 Obtencion de sangre, suero y células PMN.
Aproximadamente 1 mL de sangre completa de cada uno de los ratones incluidos en los
diferentes grupos experimentales se obtuvo del seno ocular. Para la obtencién de las
células PMN, la sangre se traté con 15 mL de solucién lisadora de eritrocitos,
manteniendo los tubos en hielo. Al cabo de 10 minutos se centrifugd a 250 xg a 4°C
por 10 minutos, se [avd el botdn celular en dos ocasiones por resuspension en solucidn
balanceada de Hank (HBSS; 1.0mM Cadl, 5.0mM KO, 0.45mM KH.PO,, 0.5 mM
MgC1,.6H,0, 0.15mM NaCl, 4mM NaHCO,, 3.3mM Na,HPO,, 5.5mM glucosa, pH 7.0) y
centrifugacidn a 200 xg a 4°C por 10 minutos. Para la obtencién del suero, la sangre se
recogid en tubos Eppendorff estériles sin el uso de anticoagulantes. La sangre se
almacend a 4°C por 2 hrs y entonces se centrifugd a 1500 xg por tres minutos. El suero
sobrenadante se recuperd con pipeta Pasteur, se colocd en tubos Eppendorf y se

almacend a 4°C hasta su uso.
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2.2.4 Células peritoneales.
Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical. El abdomen se lavadd con alcohol al
70% y se inyecté 5 mL de HBSS estéril en |a cavidad peritoneal. Se realizd un suave
masaje en el abdomen por especio de 5 minutos y el liquido peritoneal se recuperd con
una pipeta Pasteur estéril y se colocé en un tubo cénico estéril. Las células obtenidas se
Javaron en dos ocaslones con PBS-EDTA por resuspension y centrifugacion a 250 xg
por 10 min, Las células se cuantificaron en un hematocitdmetro usando azul de tripano

como colorante vital.

2.3 DETERMINACION DE As EN ORGANOS.

Con el fin de evaluar las concentraciones de NaAsQ; que fueron alcanzadas en los
tejidos de los ratones de cada uno de los diferentes grupos experimentales, se midié la
concentracion de As total presente en el bazo y el intestino al término del periodo de
exposicion al toxico. El As se cuantificd en el bazo de los ratones, dado que en este
importante drgano linfoide en el que se analizaron diversos parametros funcionales y
estructurales inmunoldgicos. Asi mismo, se analizé un segmento de 2 centimetros de
intestino delgado correspondiente a la porcion duodenal, sitio donde se establece
primordialmente la infeccidén por G. muris. Ambos tejidos se pesaron en una balanza
analitica tras su extraccion e inmediatamente se congelaron a —= 20°C hasta su uso. La
determinacion de As en los tejidos se realizé mediante espectrofotometria de absorcién
atdmica a través de la formacion de hidruros (Hwillard y col., 1982). Cada muestra,
tejido, bazo o intestino, fue digerida con 5 mL de HNO3 al 65% y 0.5 mL de Ac

perclérico al 70% hasta la evaporacion casi completa de la mezda de acidos. E residuo
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de la digestion de las muestras se solubilizé con 5mL HQ al 3%. La cantidad de As
presente en las muestras digeridas se midié en un espectrofotdmetro de absorcién
atémica (Perkin-Elmer 2380). Todas las mediciones se realizaron utilizando un corrector
de deuterio. Como estandar de referencla de concentracion de As se utilizd higado
liofilizado (NIST 1577b Bovine Liver) y se obtuvo un 98% de recuperacién.

Los datos obtenidos de la cuantificacion de As en el intestino y en el bazo se
expresaron en ng/g de tejido.

Con fines comparativos la concentracidén de As en el Intestino expresada como pg de As
por volumen (litro) de tejido se calculd con la siguiente férmula:

Ecuacion 1.

[As] (ng/g) X peso intestine (g) X1000

[As] (Wg/L) =
Volumen de intestino (mL)
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2.4 ANALISIS HISTOPATOLOGICO.

Al término del periodo de exposicidn a As, los ratones se sacrificaron por dislocacién
cervical y tanto el timo como el bazo se disecaron y se fijaron en soluddn de Bouin
(75% solucién saturada de acido picrico, 25% formaldehido, 5% dddo acético gladal)
durante 24 hrs. Posteriormente las muestras se sumergieron en una mezcla de etanol
absoluto y solucién de Bouin en cantidades iguales, durante 2 hrs. Los tejidos se
deshidratron mediante inmersion en alcohol etilico de concentraciones crecientes de 70
a 999 %, por espacio de 30 min en cada uno. A continuacdn se realizd el
aclaramiento de los tejidos con xilol durante 20 min en dos ocasiones, seguido de la
inclusion en parafina. Los tejidos se cortaron en secciones de 5 a 6 pm en un
microtomo (Leica, Reichert-Jung Histocut). Las secciones obtenidas se colocaron en un
bafio de flotacién de tejidos (Lab-Line, Lo-boy tissue float bath), se recogieron sobre
portaobjetos, se desparafinaron y se rehidrataron por inmersién en concentraciones
decrecientes de alcohol etilico 99.9 a 70%. Finalmente [as secciones de tejido se
tifieron con hematoxilina (Analytyka HO0035S) y Eosina. (Sigma 45380) por un

procedimiento convencional (Clark y col., 1973).



2.5 PROLIFERACION DE CMN DE BAZO.

La concentracién de células se ajustd a 2.6 x 10 5 cel/mL con RPMI (Sigma R6504)
completo ( 0.5mM Mercaptoetanol, 100 u/mL Penicilina, 100 pg/mL estreptomicina,
10% Suero Bovino Fetal). Se colocaron 2 x 10 3 células en cada pozo de una microplaca
de cultivo de fondo plano en un volumen de 150 L de medio. Se evaluaron diferentes
concentraciones de mitdgenos para estimular la proliferacidn celular, asl/ como
diferentes tiempos de incubacidn posterior a la adicién de estos ultimos. Las
concentraciones utilizados de los mitdgenos probados para lograr la estimulacién de la
proliferacidn de los linfocitos fueron : para Concanavalina A (Con A; Sigma C-5375)
0.25,0.5, 1.0 2.0 y 4.0 pg/mL y para mitdgeno de Pokewed (PWM; Sigma L-8777) 2.5,
5.0, 10.0 y 20.0 yg/mL, ambos disueltos en medio RPMI. Los tiempos de incubadén
probados para cada condicién fueron 1,3, 5 y 7 dias. Se incluyeron controles negativos
de proliferacion de linfocitos sin estimular, a los que se afadié sélo medio RPMI sin
mitdgenos. Los mitdogenos se afiadieron en un volumen de 10 pL por pozo. La
proliferacion celular fue evaluada midiendo la capacidad de los linfocitos para
transformar el reactivo de Owen (3-(4-5 dimetiltiazol-2il-5 (3-carboximetoxifenil)}-2-(4-
sulfoenil)-2 H tetrazolina; MTS) en un compuesto colorido. Para ello, se afiadieron a
cada pozo 20 plL de una mezcla de MTS 1.90 pg/mL (Promega G1111) y Metasulfato
de Fenazina 0.046 pg/mL ( Phenazine methasulfate PMS, Sigma P9625). La microplaca
se incubd por un espacio de 2 hrs a 37°C. y la reaccidn colorimétrica se midié en un

lector de ELISA (Multiskan ELISA Reader, Labsystems) con un filtro de $40nm.
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Las concentraciones Gptimas necesarias para estimulacién de la proliferacién linfocitaria
fueron de 1.0 pg/mL para ConA y de 5.0 pg/mL para PWM , ambos a las 48 hrs de
incubacién a 37°C, en una atmésfera conteniendo 5% de €0,y 10% de humedad.

2.6 PRODUCCION DE OXIDO NITRICO (NO) POR MONOCITOS Y
MACROFAGOS PERITONEALES,

La suspension celular se ajustd a 6.8x10° cel/mL con RPMI completo. Se colocaron
500,000 células por pozo en un volumen de 150 pl. en una microplaca de fondo plano.
El porcentaje de células adherentes en estas preparadiones siempre fue menor al 3%,
por lo que no se realizaron procedimientos adicionales para su eliminacién. Las
concentraciones éptimas para 1a induccién de la produccidn de nitritos por las células
peritoneales con éster de Forbol miristato (PMA, Sigma P 8139), Lipopolisacérido (LPS,
Sigma L8399) y combinaciones de ambos, se determinaron usando 20,10,5 y 2.5 nM
para PMA, 1.2, 2.5, 5.0 y 10.0 pg/mL para LPS y para las combinaciones de 2.5 6 5.0
pg/mL de LPS con 5.0, 10 § 20 nM de PMA. Todos los inductores fueron aiadidos a los
pozos de la microplaca en un volumen de 10pL, ajustando del volumen total final a 200
ul con RPMI completo. Para determinar el tiempo Optimo de Induccién para la
produccion de NO, las placas se incubaron durante 24, 48 6 72 horas, transcurridos los
cuales, alicuotas de 100 pl del sobrenadante de cada uno de los pozos se mezclaron
con 100 pl de reactivo de Griess (Sulfanilamida, Sigma $925, 0.5pg/mL en addo
fosforico al 5%,; dihidroclorhidrato de naphtilen-diamino, Sigma E2126, 0.5 pg/mL en
agua destilada y desionizada,). El desarrollo de color se determind a los 30 minutos de

incubacion con el reactivo, en un lector de ELISA utilizando un filtro de 550 nm. La
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cantidad de NO producido en los ensayos se calculé usando una soluddn estdndar de
nitrito de sodio con concentraciones de entre 1 a 100 pM. Las condiciones 6ptimas para
la induccion de la produccion de nitritos en monodtos y maadfagos peritoneales
después de la estimulacién con mitdgenos fueron de 5 pg/mL para LPS, de 5.0 nM
para PMA y 2.5 pM de LPS con 10nM de PMA para la combinadién, con incubacién de

48 hrs a 37°C, 10% de humedad y 5% de C0,.

2.7 ESTALLIDO RESPIRATORIO POR PMN DE SANGRE PERIFERICA.

La suspension de células PMN se ajusté a 1x 10 cel/mL. 2.5 mL. Se colocaron 2.5 mL
de esta suspension en tubos cénicos y se afiadieron 2.5 pL de 2°7'- dichlorofioresceina
(Sigma D6665) 20 mM en etanol absoluto (20uM concentracién final) incubandose la
mezcdla en bhaiio maria a 37°C por espacio de 15 minutos. Para determinar la
concentracion dptima de estimulacién, alicuotas de 250 L se colocaron en tubos de
palietileno de 12 x 75 mm de didmetro y las células se estimularon por adicién de 2.5,
1.25 6 0.6 pL de PMA (Sigma 8139) a la concentracién de 10 ug/mL en medio RPMI
libre de suero (100, 50 6 25 ng/mL concentracién final, respectivamente). €l tiempo
optimo de estimulacion de la inducddn estallido respiratorio en los PMN se determind
por incubacién 37°C por 2.5, 10, 15 6 30 minutos. Las suspensiones celulares se
colocaron en un citdmetro de Flujo (Coulter Epics Profile, Forida, E.U.A). Los diferentes
tipos celulares se representan visualmente en un citograma en base a su tamaiio,
forma y granularidad. En el citograma, donde se encuentran trazadas la intensidad de
la luz dispersada hacia delante (forward scatter) contra la luz dispersada en angulo

recto (Right angle scatter), se muestran los tres principales tipos celulares (linfoditos,
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monocitos y granulocitos polimorfonudeares), La poblacdon de células
polimorfonucleares de cada una de las suspensiones celulares se selecdiond mediante el
trazado manual de ventanas (gates o windows) para 1a determinacién de fluorescendia,
excduyéndose asi linfocitos y monocitos. La intensidad de fluorescenda emitida por las
células para cada una de las condiciones se determind por medicion estandar de
fluorescencia (isotiocianato de fluoresceina) incluyendo en cada caso tubos controles
conteniendo la suspensidn celular incubada con 277’ Diclorofluoresceina, sin estimular.

Se determind que la concentracion de 50 ng/mL de PMA y un tiempo estimulacion de 2

min resultaban dptimos para inducir el estallido respiratorio en neutréfilos.

2.8 CONCENTRACION DE IgG SERICA TOTAL.

Los pozos de microplacas para ELISA (Immulon® II, Dynatech) se sensibilizaron con
200 pL IgG de conejo contra IgG de ratdn ( 5 pg/mL) como anticuerpo de captura por
12 horas. Los pozos se bloquearon con 250 pL de albimina sérica bovina al 3% en
Tris-HCl (10mM Tris, pH 7.8, solucion bloqueadora) por 8 horas. Cincuenta pl de los
sueros obtenidos de cada uno de los ratones y diluidos 1:20,000 se afiadieron a pozos
por triplicadoy se incubaron a temperatura ambiente por 1.5 hrs. Los pozos se lavaron
en cuatro ocasiones con una solucion de Tween 20 al 0.05% en TBS (0.5M NaCl, 0.02M
Tris, pH 7.5, solucién de lavados). Posteriormente se afiadié a cada pozo 100 plL de IgG
de chivo anti- IgG de ratdn biotinilado (Sigma B-7022) en dilucién 1:20,000 en solucién
dilutora (6.66% de solucién bloqueadora en TBS), y se incubd nuevamente 1.5 horas a
temperatura ambiente. Los pozos se lavaron nuevamente con solucion de lavados y

entonces se anadié a cada uno 100 pL de avidina-peroxidasa (Sigma A-7419) en una
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dilucion de 1:20,000 en solucion dilutora y se Incubd 1 hora a temperatura ambiente. Al
final de este periodo los pozos se lavaron en una ocasion. Aparte, se preparé un mezcla
de reaccion compuesta por dihidroclorhidrato de ortofenilendiamina 2.2 mM (Sigma P-
8787) en écido citrico 0.1 M, a la cual se afiadid 20 L de perdxido de hidrdégeno al
30% en PBS (Fosfatos 10 Mm, NaCl 50 mM) e inmediatamente se afladieron 100 pL por
pozo de esta mezcla. Las placas se incubaron a temperatura ambiente y en la oscuridad
por espacio de 15 minutos. Transcurrido este tiempo Ja reaccién se bloqued por adidén
de 50 pL de &cido sulfirico 2.5 N. La reaccidn colorimétrica se midié en un lector de
ELISA a 492 nm (ELISA Reader Multiskan, Labsystems).

2.9 PRODUCCION DE ANTICUERPOS IgG ESPECIFICOS EN CONTRA DE
OVOALBUMINA.

Los grupos de ratones que se mantuvieron por 45 dias con el régimen de intoxicacién
descrito, se inmunizaron en dos ocasiones al término del periodo de Intoxicacién. La
primera inmunizacion se realizé con 100 pg/mbL de ovoalbumina (Reactivos Monterrey,
No. cat 0800) en mezcla con adyuvante completo de Freund (Sigma F5881) en un
volumen de 250 pL en PBS; la segunda inmunizacién se realizd con 100 pg/mL de
ovoalbumina mezdada con adyuvante incompleto de Freund (Sigma F5506). Ambas
inmunizaciones se realizaron por via intraperitoneal y con un periodo de 15 dias entre
cada inmunizacion. Seis dias después de 1a Ultima inmunizacidn, la concentracién de
1gG especifica en contra de ovoalbimina se midid en el suero de los ratones
inmunizados, usando el método de ELISA descrito antes para la medicién de IgG total,

pero utilizando placas sensibilizadas con 10 pg/mL de ovoalbimina en PBS.
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2.10 INFECCION DE RATONES, AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE
QUISTES DE G. muris.
Ratones BALB/c o CBA/CaHN (X¥) se inocularon por via intragéstrica con 1 x 10°
quistes de Giardia muris suspendidos en 0.2 mL de PBS. Las heces se colectaron
diariamente colocando a los ratones en cajas individuales de plastico por espacio de 2
horas. La muestra obtenida de cada uno de los ratones se pesd en su totalidad en una
balanza analitica y se dividid en dos porciones iguales, [as que se utilizaron para la
cuantificacion del numero y viabilidad de quistes presentes en las heces y fa humedad
de la muestra, respectivamente.
En otros casos, grupos de ratones sometidos al esquema de tratamiento con el téxico,
se infectaron con quistes de G. muris como se describié y se permitié que 1a infeccidn
transcurriera normalmente hasta que los animales cesaron de excretar quistes, 1o que
indicaba el final de la infeccién. En ese momento todos los ratones se trataron con 500
mg/kg diarios de Metronidazol (Sal pura, Lab. Liomont) suspendido en el agua para
beber, durante tres dias consecutivos. Quince dias después de este tratamiento, todos
los ratones se inocularon nuevamente con 1 x 10° quistes de Glardia muris por via
intragastrica. El monitoreo de la excrecién de quistes en estos ratones se inicid al dia
siguiente a la inoculacion del parasito y se continud hasta la ausencia total de quistes
en heces.
Los quistes excretados se aislaron a partir de 7 a 9 pellets de heces, se colocaron en 2
mL de PBS y se homogenizaron con palillos de madera. Con ayuda de una pipeta, la

muestra homogenizada se estratificé cuidadosamente sobre 2.5 mL de sacarosa 1M en



tubos de ensayo de 16 x 150 mm. Los tubos se centrifugaron a 200 xg por 10 minutos
a temperatura ambiente y la Interfase conteniendo los quistes se colectd y se colocd en
tubos de 16 x 150 mm conteniendo 2.5 mL de PBS. Los quistes recuperados se lavaron
en dos ocasiones por centrifugacién a 250 xg por 10 minutos y se resuspendieron con
2.5 mL de PBS. Después del segundo lavado los quistes se resuspendieron finalmente
en 0.5 a 2.0 mL de PBS. Los quistes obtenidos se cuantificaron con el uso de un
hematocitdmetro por microscopia de campo daro utilizando un objetivo 20x.

El contenido de humedad de las heces se midié en porciones de las muestras
obtenidas antes. Estas se pesaron y entonces se colocaron dentro de una estufa a 70°C
por espacio de 3 hrs. Después, las muestras se pesaron nuevamente y el contenido de
humedad se calculé por la diferencia de pesos antes y después de la desecacién. La
cantidad de quistes excretados por los ratones de cada grupo, en cada experimento, se

expreso en todos los casos como nimero de quistes por gramo de heces secas.
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2.11 DETERMINACION DE VIABILIDAD DE LOS QUISTES Y TROFOZOITOS
MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.
La viabilidad de los quistes de G. muris se midié mediante microscopia de fluorescencia
usando diacetato de fluoresceina como colorante vital. Se mezclaron 450 pL de PBS, 25
pL de una solucién madre de Bromuro de etidio (EBr, Sigma E-7637) en concentracién
de 0.1mg/ mL en PBS y 2.5 pL de solucién madre de Diacetato de Fluoresceina (FDA,
Sigma F7378) de concentracion 25 mM en acetona. Alicuotas de S0 pL de las
suspensiones de los quistes obtenidos previamente se colocaron en tubos Eppendorff
de 1.0 mL, se mezclaron con 10 yL de la mezcla de EBr y FDA y se observaron
inmediatamente en microscopio de fluorescencia usando un filtro de excitacién de 470-
490 mm y filtro de barrera de 520 nm (Franco y col.,1995).
Para 1a medicion de la viabilidad de los trofozoitos, éstos se desprendieron de las
paredes de los tubos por inmersidn en la mezcla de agua con hielo, se sedimentaron
por centrifugacion a 175 xg por 5 min. y se lavaron con PBS seguido de centrifugacién
a 175 xg por 10 min. Finalmente los trofozoitos se resuspendieron en 0.5 mL de PBS,
Alicuotas de 50 pL de las suspensiones de los trofozoitos se colocaron en tubos
Eppendorff de 1.0 mL y se mezdaron con 10 JL de la solucién de FDA y EBr y se realizd
inmediatamente la observacion de los trofozoitos. Los quistes o trofozoitos viables se
observaron fluoresciendo en verde mientras que aquellos no viables se observaron

fluoresciendo en rojo.
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2.12 INMUNOSUPRESION CON FOSFATO DE DEXAMETASONA.

Ratones BALB/¢ se mantuvieron con agua conteniendo 10 pg/mL de fosfato de
dexametasona (Alin, Laboratorios DEPOT) por espacio de siete dias, al término de los
cuales se infectaron con 1 x 10 ¥ quistes de G. murfs por via intragéstrica.

En otros casos, ratones BALB/c libres de tratamiento con cualquier tdxico se infectaron
con 1 x 10° quistes de G. muris y se pemitié que la infeccibn transcurriera
normalmente hasta su termino, denctado por la ausencia de deteccién de quistes en las
heces (dia 20 postinfeccion). Los ratones se inocularon entonces con 100 pg de
dexametasona por via i.p. La dindmica de excrecidn de quistes en cada uno de los

ratones se monitored seglin se describié con anterioridad hasta que ésta cesd.

2.13 CEPAS DE Giardia /amblia UTILIZADAS.
Se utilizaron dos cepas de referenda de G. lamblia: Portland 1 (P1) y WB,
proporcionadas amablemente por el Dr. Manuel Hernandez y la Dra. Guadalupe Ortega

Pierres (CINVESTAV, México, D.F.).



2.14 CULTIVO DE LOS TROFOZOITOS DE G flamblia.

2.14.1 Medio TYI-S-33 completo para cultivo de G. lamblia.
Para el cuitivo de los trofozoitos de G. lamblia se utilizd medio TYI-S-33 modificado. El
medio base se prepardé con 0.34 M de NaCl, 5.7 mM de Fosfato dibasico de Potasio
(Sigma P-3786), 4.4 mM de Fosfato Monobdsico de Potasio (Sigma P-5379), 2% de
petona de caseina, 1% de Extracto de Levadura, 0.55 M de Glucosa (Sigma G-7528), 1
mM de écido Ascdrbico (Sigma A-0278) y 0.0022% de Citrato Férrico Amdnico (Sigma
F-5879), todos disueltos en agua destilada en el orden mendonado. El pH de la mezcla
anterior se ajustdé a 7.0 y se esterilizd en autoclave a una presién de 16 Ib/
pulg®/15min. Por separado se prepard una solucién conteniendo 6.3 mM de L-Cysteina
(Cys, Sigma C1276) y 0.8% de bilis bovina (Sigma B8381), ambos disueltos en agua
destilada, E! pH de esta solucion se ajustd a 7.0 y se esteriliz6 por filtracidn a través de
membranas de nitrocelulosa de poro 0.45 pm. El complemento de Cys/Bilis se ailadié
en condiciones asépticas al medio base previamente preparado. Inmediatamente antes
de su uso, se ahadié el 10% de suero bovino descomplementado por calentamiento a
56°C, 30 minutos (Lab. Biologia Celular, CINVESTAV, México, D.F.). El medio TYI-S-33
completo preparado de esta manera, se distribuyd asépticamente en tubos de medida
13 x 100 con tapén de rosca, en un volumen de 6 mL, con el uso de una jeringa de

repeticion estéril.



2.14.2 Fultivo y subcultivo de trofozoitos de Giardia lamblia.
Los cultivos de Giardia lamblia se realizaron inoculando 2 x 10° trofozoftos de las
cepas P1 y WB, suspendidos en 100 pL de medio de cultivo original, a tubos
conteniendo 8 mL del medio TYI-S-33 completo. Los tubos se incubaron a 37°C en
plano inclinado para favorecer la adherencia de los trofozoitos del parésito a las
paredes del tubo. Diariamente se realizd [a observacién microscdpica de los tubos para
determinar de manera apreciativa el estado de credmiento de los trofozoitos y el
tiempo adecuado para su resiembra. Este tiempo se seleccond como el momento
cuando casi la totalidad de las paredes de los tubos de cultivo se encontraban cubiertas
con los trofozoitos. Los trofozoftos se cosecharon en este estado, desprendiéndoios del

vidrio por inmersion de los tubos en una mezcla de agua con hielo por 5 a 10 min.

2.14.3 Solucién estandar de NaAsO,.
Se preparé una solucion estandar de NaAsQ, (Sigma $7400) con una concentracién de
100 pg/mL. Esta solucidn se esterilizé por filtracidn en membranas de nitrocelulosa de
poro 0.45 pm, se recolectd en tubos estériles y se almacend en refrigeracion a 4°C por
no mas de una semana antes de su uso.
El medio TYI-S-33 completo conteniendo As se prepard afiadiendo los voliumenes
necesarios de la solucion stock de 100 pg/mL de NaAsO; para obtener concentraciones

finales de 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 750 y 1000 pg/L de NaAsD,.



Los medios conteniendo NaAsO, y el medio control libre de As, se distribuyeron en
tubos en un volumen de 6 mL con el uso de una jeringa de repeticion.

2.15 ANALISIS ESTADISTICO.

Para determinacion de la existencia de diferencias entre las medidas de los grupos de
datos obtenidos para los diferentes tratamientos experimentales, se utilizé la prueba de
Analisis de Varianza (ANOVA). Para identificar los pares de medias con diferencias

significantes se utilizé la prueba de Tukey de comparacién multiple de medidas.

La existencia de diferencias estadisticas entre los tratamientos a que fueron sometidos
los cultivos de trofozoitos, se determinaron mediante andlisis de covarianza (ANCOVA)
utilizando la concentracidn de As como factor variable y el dia de cultivo como
covariable. Las diferencias entre puntos especificos de los diversos tratamientos se
determinaron mediante la prueba de comparacién multiple de medias de Tukey, previa
identificacion de diferencias entre grupos mediante ANCOVA,

Todos los procedimientos estadisticos se realizaron con ayuda del paquete

computacional MINITAB version 7.1 (Minitab Inc. PA., USA).



3

RESULTADOS

3.1 EFECTO DE LA INTOXICACION CON As SOBRE LOS MECANISMOS
INMUNITARIOS.

Con el fin de obtener la validez necesaria de nuestros estudios del efecto de la

intoxicacion oral crénica de ratones con NaNQ,; sobre diferentes mecanismos

inmunitarios, se cubrieron varios aspectos de los parametros descritos en el esquema

TIER I, que corresponden a Patologia, Inmunidad celular e Inmunidad humoral.

3.1.1 Determinacién de As total en érganos.
Para evaluar las concentraciones de As alcanzadas en los tejidos, se midid la
concentracion de As total en el bazo y el intestino de los ratones que fueron
mantenidos con agua libre de tdxicos o conteniendo 50, 125 & 250 pg/mL de
NaAsO, La concentracion de As total cuantificada en el bazo y segmentos de intestino
delgado de los ratones, fue propordonal a la concentracion de NaAsO, presente en el
agua ingerida por los animales. Sin embargo, en todas las ocasiones, la concentracién
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de As total por gramo de tejido medida en los segmentos de intestino delgado, fue
superior a la encontrada para cada uno de los bazos (Tabla 1). Los resultados
obtenidos permitieron establecer grupos de intoxicadon, en base a las daras
diferencias entre las concentraciones de As presentes en los tefidos de los diferentes
grupos experimentales incluidos en el estudio.

La concentracién de As por unidad de volumen de intestino se calculé para cada uno de
los grupos experimentales de ratones a partir de los datos obtenidos mediante la
medicion de la concentracion de As total por unidad de peso del Iintestino. Los
resultados mostraron que el rango de la concentracidn calculada de As en el intestino
de los ratones intoxicados es de 82 a 368 pg/gr de tejido 6 de 12 a 68 pg por cada kitro

de intestino (Tabla 2).



Tabla 2. CONCENTRACION DE As EN TEJIDOS DE RATONES INTOXICADOS

CON NaAsO;
GRUPO BAZO Intestino Intestino
(ng As/ g tejido) | (ny As/g tejido) | ug As/L
Caontrol 2.35 (+ 2.29) 0.028 (+ 0.049) 0.0052
50 pg/mL 50.73 (+ 23.96) 82.80 (+2.66) 12.75
125 pg/mL 82.14 (+ 12.86) 128.98 (+ 20.87) 28.46
250 pg/mL 179.36 (+ 28.75) 368.28 (+ 43.33) 67.24

Concentraciones de As total en bazo e intestino de ratones. Secciones de bazo €
intestino e ratones que ingirieron 50, 125 o 250 pg/mL de NaAsQ, durante 45 dias,
fueron procesadas para la determinacion de As mediante espectrafgtometria de
absorcion atomica. La concentracion de As expresada en {1g/L de intestino fue calculada
a partir de los datos obtenidos de la concentradon de As por gramo de tejidg, tal como
se describe en |a seccién de métodos.
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3.1.2 Efecto de la intoxicacion con As sobre mecanismos inmunitarios.

3.1.2.1 Patologia.
Los parametros de evaluadén de los efectos patolégicos causados por intoxicacion
cronica de los ratones con NaAsO, fueron ; 1} el peso corporal de los ratones, 2) la
relacién entre los pesos del bazo y el peso corporal y 3) el andlisis histopatoldgico del

bazo y timo de los ratones.

3.1.2.1.1  Efecto del As sobre el peso corporal y 1a relacién
peso del bazo / peso corporal.
La ingestion durante 45 dias de agua conteniendo 50 y con 125 pg/mL de NaAsQ; no
alterd el desarrollo de los ratones en téminos del peso corporal comparado con el
grupo control (ratones que ingirieron agua sin téxico). En contraste, observamos que la
concentracidn de 250 pg/mL del tdxico causé una disminucién significante de alrededor
del 15% en la relacion de pesos corporales antes y después de la ingestién de As
(Figura 1). Estos resultados muestran que la intoxicacién con 250 pg/mL de NaAsO,
causa un efecto toxico sistémico; por ello, la concentracion de 250 pg/mL del toxico fue
subsecuentemente utilizada como referencia de un efecto sistémico, mientras que
concentraciones menores fueron consideradas de mayor relevancia para nuestros

estudios de inmunotoxicidad.
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Relacidn peso después/antes

control 50pg/mi 125ug/ml 250pg/ml
Arsenito de sodio (pg/mL)

Figura 1. Efecto de la intoxicacion con As sobre el peso corporal de ratones.
Ratones BALB/c se mantuvieron durante 45 dias con alimentacion normal y agua
conteniendo 0, 50, 125 6 250 pg/mL de NaAsNO, en el agua para beber y se pesaron
antes y al término del periodo de intoxicacion.
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La relacién peso del bazo/peso corporal no varié en aquellos ratones que ingirieron
agua conteniendo 125 pg/ml o concentraciones menores de NaAsO, comparado con
ratones del grupo control. En contraste, la ingestién de agua conteniendo 250 pg/mL
de NaAsQ,, causé una disminucin significante de alrededor del 35% en relacién peso
del bazo/peso corporal en comparacién con ratones que recibieron agua libre del tdxico

(Tabla 3).
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Tabla 3. RELACION DEL PESO DEL BAZO vs PESO CORPORAL EN RATONES

INTOXICADOS CON NaAsO..

GRUPOS DE RATONES BAZO g/100 g PESO CORPORAL
Control 0.378 (+ 0.068)
50 pg/mL 0.368 (+ 0.092)
125 pg/mL 0.275 (+ 0.167)
250 pg/mL 0.242 (+ 0.033)*

Ratones BALB/c fueron intoxicados con diferentes concentraciones de NaAsO, en el
agua para beber por 45 dias. Los valores representan los promedios de las relaciones
expresados como porcentaje para cada ratén + desviacion estandar. E! asterisco
denota valores estadisticamente diferentes con respecto al grupo control (P< 0.05).
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3.1.2.1.2 Analisis histopatoldgico del efecto del As sobre

tejido linfoide.

« Histologia del Timo.
La histologia timica no mostré alteraciones en ninguno de los grupos de ratones
intoxicados en comparacién con ratones que se mantuvieron sin el toxico. En todos los
casos la histologia de este 6rgano mostrd los componentes caracteristicos del timo:
corteza densamente infiltrada de linfocitos, células reticulares epiteliales tanto en la
corteza como en la médula, algunos corplsculos de Hassal, principalmente en las

regiones medulares (Figura 2).
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» Histologia esplénica.
La histopatologia esplénica en ratones sanos (Figura 3) mostrd una clara demarcacion
de las regiones de pulpa blanca conteniendo el conjunto de tejido linfoide y
constituyendo la mayor parte de las dreas observadas del bazo. La pulpa roja mostro el
tejido reticular con sus tipicos elementos celulares sanguineos (eritrocitos, granulocitos
y células plasmaticas y megacariocitos prominentes). Los grupos de ratones intoxicados
con cualguiera de las dosis de As, presentaron alteraciones de la arquitectura esplénica
con una disminucidn de entre el 20 al 50% en la extension de la pulpa blanca que
dependié de la dosis utilizada para intoxicar a los ratones. La pulpa blanca en estos
casos se observd como regiones mas delimitadas y concéntricas que representaron un
aspecto moteado; en estos bazos la pulpa roja fue mas prominente que en los
controles aunque no es claro si esto se debid solo a la disminucidn de {a pulpa bianca o

bien a una hiperplasia de la roja.
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3.1.2.2 Inmunidad Celular
Los parametros evaluados como indices de funcion de la inmunidad celular de los
animales de experimentacion incluyeron 1) la capacidad proliferativa de las células
mononucleare§ (CMN) de sangre periférica; 2) la capacidad de produccion de NO por
macréfagos peritoneales y 3) la capacidad de realizar estallido respiratorio por

neutrdfilos de sangre periférica.

3.1.2.2.1  Efecto de la intoxicacion con As sobre la
proliferacion de CMN.
La proliferacion de las CMN se expresdé como un indice que consistid en la relacidn de la
cantidad de MTS transformado por las células procedentes de ratones que ingirieron
agua conteniendo diferentes concentraciones de NaAsQ,, dividida entre la cantidad de
MTS transformado por células procedentes de ratones gque ingirieron agua libre de
toxicos. Este fndice observado en las células en reposo no estimuladas con mitégeno,
no mostrd diferencias estadisticamente significativas en ratones que se mantuvieron
con agua libre de tdxico en relacién con los tratados con NaAsO,. Si bien en ocasiones
los ratones tratados con 50 y 125 pg/mL de NaAsO; mostraron disminucion vy
aumento, respectivamente, en la transformacion de MTS, esos cambios no resultaron
estadisticamente significativos. Sorprendentemente, la transformacion de MTS por
células estimuladas con CgnA, tampoco mostré diferencias estadisticamente
significativas, aunque nuevamente se observd una mayor transformacion de MTS por
células procedentes de ratones tratados con 125 y 250 pug/mL de NaAsO,. En cultivos

estimulados con el mitdgeno de la Phytolocca americana (PWM) igualmente se observo
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un incremento en la transformacién de MTS por células procedentes de ratones

intoxicados con 125 y 250 yg/mL del téxico, en este caso esta diferenda si fue
estadisticamente significativa (Figura 4).
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Figura 4. Indice de proliferacion de CMN de bazo de ratones BALB/c
intoxicados con NaAsQO, La capacidad de transformacién de MTS se determind /77
vitro tanto en células en reposo (sin estimulo) como en células estimuladas con ConA o
PWM. Las barras representan los promedios + desviacion estandar de la relacion de
valores para cada estimulo. El asterisco denota los valores significativamente diferentes
al valor del grupo control (P<0.05). Las barras grises oscuro representan los indices de
transformacion de MTS por las CMN obtenidas del grupo control, las barras blancas
corresponden al grupo intoxicado con 50 pg/mL, las barras negras corresponden al

grupo intoxicado con 125 pg/mL y las barras gris claro corresponden al grupo
intoxicado con 250 pg/mL.
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3.1.2.2.2 Efecto de la intoxicacion con As sobre la
produccién de NO por macréfagos peritoneales.
El indice de NO por las c€lulas peritoneales definido por nosotros como la produccion
de NO por macrofagos procedentes de animales que ingirieron agua conteniendo
NaAsQ,, dividido por la produccion de NO por las células de ratones que ingirieron agua
libre de téxicos, mostré algunos cambios. En comparacion con células derivadas de
ratones mantenidos libres de tdxicos, la produccion de NO por células peritoneales de
ratones intoxicados con 50 pg/mL de NaAsO, no mostré cambios estadisticamente
significantes en cultivos realizados tanto en ausencia de estimulos con LPS. Las células
derivadas de ratones intoxicados con 125 pg/mL de NaAsO,, mostraron aumento en la
produccion de NO sin embargo, este aumento resulté significativo solo en las células
estimuladas con LPS. En contraste la produccion de NO por células derivadas de ratones
intoxicados con 250 pg/mL de NaAsO, fue sustancial y significativamente menor que las
células procedentes de ratones que no fueron expuestos, tanto al ser estimuladas o no

con LPS (Figura 5).
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Figura 5. Indice de produccién de NO por macréfagos peritoneales de
ratones BALB/c intoxicados con NaAsO, . Las barras representan el promedio +
desviacién estandar de las determinaciones colorimétricas del contenido de NO en el
medio de cultivo, tanto en células en reposo (Sin estimulo) como estimuladas con LPS.
El asterisco denota valores significativamente diferentes al valor del grupo control
(P<0.05). Las barras gris oscuro representan los indices de transformacién de MTS por
las CMN obtenidas del grupo control, barras blancas al grupo 50 pg/mL, barras negras
grupo 125 pg/ml, barras gris claro al grupo 250 pg/mt.
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3.1.2.2.3 Efecto de la intoxicacin con As sobre la
capacidad de los neutréfilos para realizar

estallido respiratorio.
La capacidad de los neutrdfilos de realizar estallido respiratorio, medida como
intensidad de fluorescencia media no se afectd significativamente en las células de
ratones que ingirieron agua con cualquiera de las dosis de NaAsO,, en comparacion con
los controles (Figura 6). Estos mismos resultados se obtuvieron en tres experimentos
independientes y podria deberse a la rdpida eliminacion de As de la corriente sanguinea

por lo que las células circulantes no se verian afectadas.
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Figura 6. Intensidad de fluorescencia media celular producida por efecto del
estallido respiratorio de células PMN obtenidas de sangre periférica de
ratones intoxicados con NaAsQ,. Ratones BALB/c se mantuvieron por 45 dias
ingiriendo agua conteniendo 0, 50, 125 o 250 pg/mL de NaAsO, Al final dei periodo de
intoxicacion se determind la capacidad de las células PMN para realizar estallido
respiratorio por estimulacion con PMA. Las barras representan el promedio + desviacion
estandar de las mediciones de intensidad de fluorescencia media realizadas en células
estimuladas con PMA obtenidas de ratones no intoxicados e intoxicados.



3.1.2.3 Imnunidad Humoral.

3.1.2.3.1 Determinacion del efecto de la intoxicacién con
As sobre la produccion de IgG total,

Para determinar si la intoxicacion con As también presenta efectos sobre las respuestas
inmunes humorales, se desarrolld un método de inmunoabsorcion enzimatico (ELISA)
para la medicién de inmunoglobulina G sérica en los ratones usados como modelo
animal ‘de intoxicacion. Se realizé la determinacion de la concentracion de IgG sérica
total presente en ratones normales y de ratones que fueron mantenidos durante 45
dfas con agua conteniendo 50, 125 6 250 pg/mL de NaAsO,.

Como se muestra en la Figura 7, se observd que en relacién a ratones que ingirieron
agua libre de téxicos, la concentracion de IgG total presente en el suero de ratones que
ingirieron agua conteniendo As, presentdé una pequefia disminucldn que parecid
depender de la concentracién de NaAsO.. Sin embargo, aunque resultados idénticos
fueron obtenidos en dos experimentos independientes, el analisis estadistico no revel

diferencias significativas entre animales normales e intoxicados.
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Figura 7. Niveles relativos de IgG sérica total en el suero de ratones BALB/c
que fueron intoxicados con NaAsO,. Las barras corresponden a valores promedio +
desviacién estandar de las respuestas de color obtenidas a través de la técnica de
ELISA. Proteina A: suero normal absorbido con proteina A.



3.1.23.2  Produccion de anticuerpos IgG especificos para
ovoalbimina.

La produccion de anticuerpos estimulada por inmunizacion con ovoalbimina por
ratones que ingirieron agua conteniendo As, disminuyd notablemente en relacion a
ratones que no ingirieron el toxico. El efecto mostré dependencia de la concentracion
de NaAsO, ingerida, observandose en los ratones tratados con 125 pg/mL y 250 pg/mL
de NaAsO, una disminucién de un 24% y un 52%, respectivamente, en las respuestas
de color obtenidas en la prueba de ELISA a la dilucion de 1:10,000 del suero, con

respecto al grupo control (Figura 8).
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Figura 8. Niveles relativos de IgG sérica especifica anti-ovoalbamina
medidos después de la inmunizaciéon con ovoalbamina en ratones BALB/c
intoxicados con 125 y 250 pg/mL de NaAsO,. Las barras representan la media de
los valores obtenidos + desviacion estandar. Los asteriscos denotan valores
estadisticamente significantivos (P<0.05) con respecto al control.



3.2 EFECTO DE LA INTOXICACION CRONICA CON As SOBRE LA GIARDOSIS
MURINA.

Para evaluar los efectos de la ingestién de As sobre la capacidad de eliminacion de los
agentes infecciosos establecimos la infeccion aguda de giardiosis murina tanto en
ratones BALB/c que son nmunolégicamente competentes, como fa infeccion crénica en
la cepa CBA/CaNH(Xi?) la cual presenta una inmunodeficiencia ligada al cromosoma X.
Ademas determinamos el desarrollo de la infeccion giardiosica en la cepa BALB/c de
ratones inmunocompetentes tras el tratamiento con dexametasona con el fin de
determinar el efecto de la exposiciﬁn a agentes inmunosupresores (control positivo de
inmunosupresion). Asi mismo, determinamos el efecto de la intoxicacidn cronica con As

sobre el curso y gravedad de la giardiosis en la misma cepa de ratones BALB/c.

3.2.1 Giardiosis aguda.
En nuestros experimentos, la infeccion de ratones BALB/c de 4 a 6 semanas de edad
con quistes de G. muris se caracterizé por un inicio de la excrecion de quistes entre 2 a
5 dias después de la inoculacion. El pico maximo de excrecidon fue abservado entre 6 a
10 dfas posteriores a la inoculacién del pardsito, con un rango de entre 1 y 1.5 x 10°

quistes por gramo de heces secas (Figura 9).
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Figura 9. Patrén de excrecion de quistes en el modelo de infeccién con G.
muris en la cepa de ratones BALB/c¢. Ratones BALB/¢ normales (n=4) de 4 a 6
semanas de edad se infectaron intragastricamente con 1 x 10 * quistes de G. muris. La
excrecion de quistes se monitoreé diariamente mediante su aislamiento en sacarosa,
cuantificacion en hematocitdmetro y determinacion de su viabilidad mediante
microscopia de fluorescencia. Los valores representan el promedio * desviacion
estandar.
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3.2.2 Giardiosis crénica.
La excrecién de quistes por ratones de la cepa CBA/CaHN (X) mostré un patrén
diferente a o observado en el modelo agudo. El inicio de la excrecion de quistes fue
observado entre los dias 3 y 5 después del inicio de la infeccién. El pico de maxima
excrecion de quistes fue observado aproximadamente a los 7 dias de iniciada la
infeccidn y fue del orden de 4.5 x 10  quistes por gramos de heces secas (Figura 10).
El nimero de quistes excretados en las heces disminuyd después de este periodo,
mostrando pequefios picos de excrecion o recrudescencias a lo largo de la infeccidn. La
excrecién de quistes fue monitoreada solamente durante 94 dias después de [a
infeccion de los ratones; sin embargo, en ocasiones los quistes en las heces pudieron

ser detectados hasta 5 meses después de iniciada la infeccidn con el parasito.
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Figura 10. Patrén de excrecion de quistes en el modelo de Infeccién crénica
con G. muris en ratones de la cepa CBA/CaHN (Xc®). Los ratones ( n=4) se
incoularon con 1 x 10° quistes de G. muris por via intragastrica. La excrecién de quistes
se monitored diariamente mediante su aislamiento en sacarosa, su cuantificacion en
hematocitdmetro y determinacion de su viabilidad mediante microscopia de
fluorescencia. Los valores representan el promedio + desviacién estandar.
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3.23 Efecto de la inmunosupresion inducida por esteroides sobre 1a
infeccién primaria.

La infeccion en ratones que ingirieron agua conteniendo fosfato de dexametasona
mostré un aumento en la cantidad de quistes excretados, en comparacion con ratones
normales no tratados con el esteroide; sin embargo, no existieron diferencias en el
inicio de la excrecidn de quistes 6 el tiempo de maxima excrecién. Los niveles de
excrecion de quistes fueron al menos una orden de magnitud superiores a los
observados en ratones no inmunosuprimidos, llegando a rangos de entre 107 a 10°
quistes por gramo de heces secas. Adicionalmente, el periodo de excrecién de los
quistes se prolongd por mas de 30 dias manteniéndose con niveles de uno a dos
érdenes de magnitud superiores al limite de deteccidn de nuestros ensayos (10° quistes

por gramo de heces secas) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la inmunosupresion inducida por dexametasona en
ratones infectados con G. muris. Se muestra el patrén de excrecion de quistes de
G. muris en ratones BALB/c normales (®) (n=2) e inmunosuprimidos por ingestion de
agua conteniendo con 10 ng/mL de dexametasona (DMZ) en el agua de beber durante
7 dias (®). Los valores representan promedios + desviacion estandar.
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3.2.4 Reactivacion de la Infeccion.

La inoculacion de 100 pg/mL de Dexametasona por via intraperitoneal a ratones
normales a los que se permitié que eliminaran de manera natural la infeccion con G.
muris, ocasion0 la aparicion adicional de quistes al dia siguiente de administracién del
farmaco. La duracién de la excrecion fue de 6 dias, presentando un pico maximo de
excrecion al segundo dia posterior a la inoculacién. Sin embargo, tanto la excrecion de
quistes como la viabilidad de los mismos se vio disminuida en relacién a lo observado

durante la infeccion primaria (Figura 12).
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Figura 12. Reactivacion de [a infeccion causada por G. muris en ratones
BALB/c tras la inoculacion intraperitoneal de 100 pg de dexametasona,
posterior al cese de excrecion de quistes de la infeccién primaria. Ratones
BALB/c (n=3) se infectaron con quistes de G. muris, se permitié que eliminaran
naturalmente la infeccion y se inocularon intraperitonealmente con 100 pg de
dexametasona. La excrecion de quistes en heces se monitored de la manera habitual
mediante cuantificacién en hematocitometro y determinacion de viabilidad mediante
microscopia de fluorescencia. @= infeccién primaria O= reactivacion después de la
inoculacién con dexametasona.
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3.2.5 Efecto del As sobre la giardiosis murina.

3.2.5.1 Giardiosis primaria.
La infeccion giardidsica primaria en ratones BALB/c que se mantuvieron con agua libre
de NaAsQ, a lo largo del experimento (grupo control), mostrd el patrén usual descrito
anteriormente, con el inicio de la excrecidn de quistes entre los dias 6 y 10 post-
inoculacion y un pico maximo de excrecidn de quistes que aparecié entre los dias 6 y 8
con concentraciones de alrededor de 10% quistes por gramo de heces secas. La
excrecion de quistes tuvo una duracidn total de 26 a 30 dias, como puede observarse
(Figura 13). El curso y gravedad de la infeccién en ratones que fueron intoxicados con
50 pg/mL de NaAsO; en el agua para beber, no mostrd diferencias substanciales en
comparacién con los ratones no intoxicados. Sin embargo, estos Gltimos ratones
mostraron algunos dias en que la excrecién de quistes resultd ligeramente superior a a
de los ratones no intoxicados con As, aunque sin ser estas diferencias estadisticamente
significativas. Los ratones intoxicados con 125 pg/mL de NaAsQ,, exhibieron un patrén
de excrecion de quistes similar al grupo control sdlo durante las dos primeras semanas
de infeccién. Sin embargo, a partir de la semana 3, la excrecion de quistes fue muy
variable, mostrando periodos alternados de excrecién en cantidades que llegaron a ser
similares a las observadas en los controles, sequidos por periodos de ausencia total de
excrecion. En estos ratones, la excrecidn de quistes finalizd terminada la tercera
semana de infeccion, manteniéndose asi hasta finalizados nuestros experimentos. EL
curso y gravedad de la infeccién en ratones que fueron intoxicados con 250 pg/mL de
NaAsO,, mostro notables diferencias en relacion a los ratones no intoxicados: aunque

en la primera semana de infeccion el patron fue similar al observado en los ratones



control, a partir del séptimo dia la excrecion de quistes fue muy variable, mostrando
dias de ausencia de quistes detectables en las heces, alternados con dias de excrecion
similar a la observada en los ratones controles. En este caso la excrecion de quistes
concluyé al cabo de 18 a 20 dias posteriores a la infeccion. Resultados

substancialmente similares fueron observados en tres experimentos independientes.
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3.2.5.2 Giardiosis secundaria.
La reinfeccion de ratones después de eliminar la infeccién primaria por tratamiento con
metronidazol, mostré que sélo un ratén de cada grupo experimental de ratones que
recibié 50 0 125 pg/mL de NaAsO,, asi como del grupo control, presentaron infeccién
con €! parasito. Sin embargo, en este caso el inicio de la excrecidn de quistes ocurrié
entre los dias 1 y 2 posterior a la reinfeccién. El nivel méximo de excrecion de quistes
se encontré en el orden de 1.27 a 6.7 x 10* quistes/g de heces secas. La infeccién fue

totalmente eliminada por todos los ratones en el dia 7 posterior a la infeccién (Figura

14).
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Figura 14. Efecto de la intoxicacion con As sobre la giardiosis secundaria. Al
término de la infeccion primaria por tratamiento con metronidazol, los ratones que se
mantuvieron con agua de beber conteniendo NaAsQ,, se reinfectaron con quistes de G.
muris, El monitoreo de la excrecion de quistes se realizd de la manera habitual,
mediante aislamiento en sacarosa, cuantificacién con hematocitdémetro y determinacion
de viabilidad mediante microscopia de fluorescencia. ®=Control, m=50 pg/mL, A=125
ng/mL, ¥=250 pg/mL. Los valores representan los promedios £ desviacion estandar.
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3.3 DETERMINACION DEL EFECTO DE LA EXPOSICION in vitro DE G. lamblia
A NaAsQ..

Para la determinacion del efecto de la exposicion directa de los trofozoitos de Giardia a

NaAsQ,, seleccionamos cultivos de G. /famblia, ya que no existen en la actualidad un

método adecuado para el cultivo i7 vitro de G. muris, ni cepas caracterizadas del

mismo.

3.3.1 Patrén de crecimiento de los trofozoitos de G. /amblia cepas P1
y WB.

Se utilizaron dos cepas de referenda de G. lambJia, la cepa Portland 1 y la WB. La
primera alberga en su interior un virus genoma de RNA de doble cadena, cuya
presencia parece asociarse con una disminucion en la capacidad de adhesién y en la
velocidad de crecimient. Sin embargo, ésta no se ha asociado a la capacidad de G.
lamblia para llevar a cabo variacidn antigénica (Adam RD. 2001). Estas cepas fueron
inicialmente aisladas a partir de muestras de pacientes que presentaban infeccion
giardidsica sintomatica. Independientemente de la presencia del profago, ambas cepas
se clasifican dentro del Assemblage A, clasificacion basada en la deteccién de
polimorfismos en los genes que codifican para proteinas antigenicas variables de
superficie (VASP 's) y de la enzima glutamato deshidrogenasa (Ey P., 1993).
Se realizaron cultivos en medio TYI-S-33 completo, wutilizando un indculo inicial de 3.3 x
10* trofozoitos/mL. El inicio de la fase logaritimica fue observada a las 24 hrs,
alcanzandose la densidad celular maxima a las 72 hrs, a partir de este punto la

concentracion celular permanecid constante hasta las 168 hrs, comrespondiendo a la
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fase de meseta de la curva de crecimiento de G. lamblia. Las caracteristicas descritas
para el patrén de crecimiento de diferentes cultivos de la cepa P1 de Giardia fueron

idénticas a (as obtenidas para los cultivos de la cepa WB (Figura 15).
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Figura 15. Patron de crecimiento de la cepa P1 de G. Jamblia. Trofozoitos de G.
lamblia se cultivaron en medio TYI-S-33 completo; alicuotas de los cultivos se
obtuvieron a los 0, 1, 3, 5 y 7 dias. Se realizo la cuantificacion de los trofozoitos en
hematocitémetro y la determinacion de la viabilidad mediante microscopia de
fluorescencia. El inicio de la fase Log se observé a las 24 hrs alcanzéndose una
concentracion celular maxima a las 72 hrs., la cual se mantuvo constante hasta las 168
hrs. Los valores representan los promedios * desviacddn estindar. Resultados
estadisticamente similares se obtuvieron en varios experimentos independientes para
las cepas WB y P1 de G. lamblia.



3.3.2 Validacién del método para medir viabilidad en los trofozoitos
de G. lamblia.

Con el fin de validar el método basado en el uso de FAD y EBr para la determinacidn de
la viabilidad de trofozoitos de G. /lamblia, se determind el porcentaje de células vivas y
muertas en suspensiones de trofozoitos de la cepa P1 mantenidos en cultivo en medio
TYI-S-33 completo durante 5, 10 é 14 dias. Utilizamos cultivos de estas edades, ya que
cultivos de trofozoitos de 3 dias o menos, mostraron en todas las ocasiones un
porcentaje de viabilidad igual a 100%, mientras que cultivos mayores de 5 dias de
duracién muestran una disminucién paulatina en la viabilidad de los trofozoitos.
Nuestros resultados mostraron una correlacién inversa entre trofozoitos viables y no
viables de una manera dependiente del tiempo en que permanecieron los trofozoitos en

cultivo {Figura 16).
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Figura 16. Validacion del método para la determinacién de viabilidad de
trofozoitos de G. /Jamblia. Se determind el porcentaje de células vivas y muertas en
diferentes dias de cultivo en medio TYI-S-33 mediante microscopia de fluorescencia
utilizando FAD y EBr. @= Muertos, B =Vivos. Los valores representan los promedios +
desviacidn estandar. Resultados estadisticamente similares se obtuvieron en tres
experimentos independientes.



3.3.3  Efecto del As sobre el patron de crecimiento de G, Lamblia.

Con el fin de determinar si la exposicion a compuestos de As ocasiona cambios en las
caracteristicas de crecimiento de los trofozoitos de G. lambiia, se estudiaron los efectos
de diversas concentraciones de sales de este elemento sobre su patrén de crecimiento
in vitro. EL rango de concentraciones probadas de NaAsO, fue 10-1000 pg/L.

Comparado con cultivos en ausendia de los tOxicos, no se observaron efectos en la
velocidad de crecimiento, densidad celular o viabilidad en los trofozoitos de G. /amblia
de las cepas P1 y WB mantenidos hasta siete dias en presencia de 10 a 200 pg/L de

NaAsO, (Figura 17).
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Figura 17 . Patrén de crecimiento de G. Jamblia en presencia de 10-200 pg/L
de NaAsQO: en el medio de cultivo TYI-$-33. Los valores representan los
promedios * desviacion estandar. Resultados estadisticamente iguales fueron
obtenidos en tres experimentos independientes realizados para las cepas P1 y WB de
G, lambli2.®@=0 pg/L, B=10 g/, A=50 pg/L, ¥= 100 pg/L, ¢ 200 pg/L



Sélo aquellos cultivos llevados a cabo con concentraciones superiores a 300 pg/L de
NaAsQO, mostraron una inhibicion en la velocidad de crecimiento y reduccion en la
densidad de trofozoitos de las cepas P1 y WB de G. /amblia después de 3 o 5 dias en
cultivo. En particular 750 y 1000 pg/L causaron una marcada Inhibicién en el
crecimiento y en la densidad de los trofozoitos de ambas cepas después de 3 y 5 dias
de cultivo (Figura 18). A pesar de los efectos tdxicos causadas por concentraciones
superiores a los 300 ug/L de NaAsO, la viabilidad de los trofozoitos recuperados de

cultivos de 3 dias fue en general mayor del 95%.
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Fig. 18. Patron de crecimiento de G. /lamblia en presencia de 250-1000 pg/L
de NaAsO; en medio de cultivo TYI-S-33. Resultados estadisticamente similares
fueron determinados para las cepas P1 y WB en tres experimentos independientes. Los
valores representan los promedios * desviacion estandar. @=0 pg/L, =250 pg/l,
¥ 300 pg/LV =400 pg/l, ® =500 pg/l, ¢= 600 pg/mL® = 700 pg/L, @ = 750
ug/L,4 1000 pg/L.



Graficando los datos del dia tres de crecimiento en presencia de las diferentes
concentraciones de As, el efecto de este téxico sobre el crecimiento y la viabilidad de la
cepa Pl de G. /amblia, muestra una dara dependencia de la dosis, con un 50% de

inhibicién del crecimiento causado por 409 1g/L de NaAsO; (Figura 19).
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Figura 19. Curva dosis-respuesta del efecto del NaAsNO, sobre el crecimiento
In vitro de G. lamblia. Se graficé el nimero de trofozoitos de la cepa P1
recuperados de cultivos de tres dias de edad en funcion de las concentraciones de
NaAsO, presentes en los mismos (@®). La DI ¢ = 409 pg/mL se obtuve por
interpolacion en la ecuacion obtenida por regresién lineal (linea punteada, M)
(Trofozoitos/mL= 289 x 10*-3703 x [As]; r= 0.9878.
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3.3.4 Efecto del As sobre las fases metabélicas de crecimiento de G.
lamblia.

Debido a que los efectos deletéreos del NaAsO, fueron en todos los casos mayores en
los cultivos de cinco dias de incubacién que los observados en los cultivos de tres dias
de incubacidn, se analiz6 si este efecto dependia del tiempo de exposicién de los
cultivos al téxico o de la edad de los mismos. Trofozoitos en etapa logaritmica, es dedir,
cultivados por dos dias en medio libre de téxicos, se transfirieron a medio conteniendo
200, 400 y 600 pg/L de NaAsO, y cultivados por 2 dias adicionales.
Los resultados mostraron sélo efectos muy limitados sobre 1a densidad o la viabilidad
de los trofozoitos en esta etapa de crecimiento. En contraste, cultivos de 5 dias de edad
de la cepa P1 0 WB expuestos por dos dias adicionales a medio conteniendo iguales
concentraciones del tdxico, mostraron fuertes efectos negativos sobre la viabilidad
celular (Figura 20).
Estos resultados nos indican que el efecto deletéreo del NaAsO, es mayor en los
trofozoitos que se encuentran en reposo o0 quiescentes, que en los trofozoitos
metabolicamente activos y en proliferacion. Esto sugiere la presencia de un sistema de
proteccion en contra del efecto de As en los trofozoitos que proliferan activamente,

pero no en aquellos que se encuentran en reposo.
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Figura 20. Efecto de la exposicién /inn vitro a NaAsQ; sobre la fase logaritmica
de crecimiento y fase estacionaria de la cepa P1 de G. /amblia. Cultivos de
trofozoftos de 2 (A) 6 5 (B) dias de crecimiento en medio TYI-S-33 libre de tdxicos se
cultivaron por dos dias adicionales en presencia de 200, 400 0 600 pg/L de NaAsQ,. Se
determind nimero de trofozoitos mediante cuantificacién con hematocitdmetro y su
viabilidad mediante microscopia de fluoresencia. B Viables, O Totales. Los valores
representan promedios + desviacién estandar. Resultados estadisticamente similares
fueron obtenidos en dos experimentos independientes.
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3.3.5 Efecto de la exposicidn crénica con As sobre el crecimiento de G.
famblia.

Se analizo si el efecto inhibitorio en el crecimiento de los trofozoitos de G. famblia por la
exposicion de NaAsO; era reversible. Los trofozoitos de G. /amblia de la cepa P1 fueron
sujetos a ciclos consecutivos de cultivo en medio TYI-S-33 libre de téxicos, seguido por
cultivo en medio conteniendo 600 ug/L de As.
Al igual que lo observado en experimentos posteriores, la exposicién a 600 pg/L del
téxico causé una disminucién en la velocidad de crecimiento de los trofozoftos. Sin
embargo, cuando el medio conteniendo el NaAsO, se reemplazd por medio libre de
toxico, los cultivos recobraron en un plazo de dos semanas la velocidad normal de
crecimiento observado en cultivos libres de tdxico. Efectos similares fueron obtenidos
en varios ciclos de exposicion a NaAsQ, (Figura 21).
Estos resultados nos indicaron que la inhibicién del crecimiento causada por el NaAsO;

es reversible, sin efecto aparente sobre la viabilidad de los trofozoitos de G. /armblia.
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Figura 21. Reversibilidad del efecto Inhibitorio del NaAsO, sobre el
crecimiento de G. Jamblia. Trofozoitos de la cepa P1 de G. /lambfia se cultivaron por
ciclos consecutives en presencia (@), o ausencia {(O) de 600 ug/L de NaAsO,, en medio
TYI-S-33. El nimero y viabilidad de los trofozoitos se determiné por conteo directo en
hematocitometro y microscopia de fluorescencia antes de realizar los subcultivos
correspondientes. Resultados estadisticamente similares se obtuvieron en dos
experimentos independientes.



CAPITULO

4
DISCUSION

Los estudios realizados con el fin de evaluar las propiedades inmunotdxicas del As han
llevado a conclusiones muy variables las cuales sugieren un cardcter tanto
inmunotdxico como inmunopotenciador de este metaloide. Estos resultados
aparentemente contradictorios, parecen ser el resultado del uso de diferentes sistemas
experimentales, de la exposicion a diferentes dosis y vias de administradén, asl como
de la evaluacion de diferentes pardmetros inmunes en cada caso. En el presente
trabajo se realizé la evaluacién integral del efecto de la intoxicacién oral crénica con As
en ratones de la cepa BALB/c sobre diferentes mecanismos de proteccién inmune y

sobre la capacidad de eliminacién de la infeccidn gastrointestinal causada por G. muris.
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4.1 EFECTO DE LA INTOXICACION CRONICA CON As SOBRE LOS

MECANISMOS INMUNITARIOS.

En este trabajo nuestros resultados muestran que la Ingestion oral cronica de NaNO,
por ratones BALB/C causa alteraciones en algunas funciones del sistema inmune,
Dependiendo de la concentracién de NaAsQ, ingerida por los ratones y el parametro o
funcion inmune analizada, los efectos sobre los diferentes mecanismos Inmunitarios
fueron estimulatorios, depresores o bien no se observé efecto alguno. La ingestion de
agua conteniendo 50 pg/mbL de NaAsQ, en general causd pocos efectos sobre los
parametros analizados. En contraste, la ingestion de agua conteniendo 125 pg/mL del
téxico causO alteraciones en la histologla esplénica, asi como disminucién en la
produccion de anticuerpos IgG especificos inducidos por Inmunizacidn con
ovoalb(mina. Sin embargo, esta Gltima concentracién de NaAsQ, también indujo un
incremento en la capacidad de los esplenocitos para la transformacién de MTS
estimulados por PWM y un incremento en la produccién de NO por macréfagos
peritoneales estimulados con LPS. La ingestién de agua conteniendo 250 pg/mL de
NaAsQ,, causé efectos deletéreos en la produccién de NO por macréfagos peritoneales
e inmunoglubulina IgG especifica contra ovoalblmina. Esta concentracidn del téxico
causd adicionalmente un efecto negativo sobre el peso corporal y su relacién con el
peso del bazo, indicando que los efectos de la dosis del tdxico puede tener un
componente de toxicidad sistémica y, por lo tanto, no puede considerarse puramente
inmunoldgico. Las diferencias en los efectos producidos por € NaAsQ, sobre los

diferentes parametros inmunes en ratones BALB/c intoxicados, nos sugieren que los



efectos dependientes de la concentracidn del téxico, del tipo de células, de la funcion
que desempefian y muy probablemente del tejido u érgano al que pertenecen.

Efectos estimulatorios similares a los causados por la ingestién de agua conteniendo
125 pg/mL de NaAsO, sobre la proliferacion de las CMN y la produccién de NO por
macrofagos peritoneales inducidos por estimulacion inespecifica, han sido previamente
reportados en ofros modelos experimentales. Por ejemplo, se ha reportado que la
instilacion intratraqueal de 50-200 mg/kg de arsenuro de galio (GaAs) en ratones,
produce un incremento en la resistencia a las infecciones causadas por Streptococcus
pneumoniae y Listeria monocytogenes (Bums y col., 1993) asi como a un aumento en
Jos niveles séricos del componente C3 del complemento (Sikorski y col., 1989). As
mismo la exposicion de ratones a 2.5, 25 y 100 pg/L de NaAsQ; en el agua para beber
durante 10-12 semanas, aumentd Ia resistencia al desarrollo de tumores inducidos por
células MSB de sarcoma (Kerkeviiet y col., 1980). La evaluacidn del efecto de la
exposicion cronica @ As en humanos sobre los mecanismos inmunes, si bien ha
mostrado la disminucidn en ciertos pardmetros como la produccién espontinea de IFN-
gamma © inducida por PHA, también ha mostrado el incremento en otros, como la
incorporacién de H*-Timidina inducida por PHA en CMN vy liberacién esponténea de IL-2
y de las moléculas sCD4 y sCD8 (Yu y col., 1998). Estas observaciones, en conjunto
con las obtenidas en el presente trabajo, nos indican que el cardcter de los efectos
causados por exposicion a As puede describirse como inhibitorio, estimulatorio o nulo, y
nos sugieren que el efecto es independiente de la ruta, del tiempo de exposicién 6 del
modelo de experimentacidn utilizado. E} efecto més bien parece depender del grado de
exposicion y del parametro inmune analizado. El efecto del As sobre el sistema inmune

podria entonces definirse como efecto modulatorio. Esta capacidad modulatoria sobre



el sistema inmune por parte del As en individuos expuestos, podria traducirse y
reflejarse en alteraciones de las caracteristicas de una enfermedad infecdosa y por lo
tanto en la competencia del hospedero para la eliminacdén de microorganismos

patégenos.

4.2 EFECTO DE LA INTOXICACION CRONICA CON As SOBRE LAS

CARACTERISTICAS DE LA GIARDIOSIS MURINA.

El estudio de la competitividad de un huésped para resistir o eliminar una enfermedad
infecciosa, es un parametro importante que nos permite evaluar el estado inmune
general de un individuo tras la exposicion a téxicos ambientales. En el presente trabajo
utilizamos el modelo murino de giardiosis para evaluar el efecto de la intoxicadén oral
crénica con diferentes concentraciones de arsenito de sodio sobre las caracteristicas de
la infeccidn y la capacidad de eliminacién de la misma. Encontramos que la ingestién
crénica de agua conteniendo con 50 pg/mL de NaAsO, por ratones BALB/c, no produce
consecuencias significativas en las caracteristicas de la glardiosis murina en términos
del nimero de quistes excretados y la duracidn de la infeccién, comparada con ratones
no intoxicados. Sin embargo, la ingestion de agua conteniendo 125 y 250 pg/mL del
tdxico indujo cambios notorios en las caracteristicas de la infeccién que consistieron en
mayor variabilidad en el patrén de eliminacion de quistes de G. murisy la desaparicion
precoz de la misma, comparado con ratones que no ingirieron el tdxico. Es de notarse
el hecho de que en ningln caso observamos un incremento significativo en la cantidad

de quistes o0 duracidn de la excrecion de los mismos, que sugiriera un efecto
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inmunosupresor o permisivo del As en los ratones que ingirieron crénicamente agua
con diferentes concentraciones de NaAsO,. Por el contrario, la intoxicacion con 125 y
250 pg/mL de NaAsO, dio lugar a la eliminacion prematura de la infeccién. Estos
resultados sugieren que, al menos en lo que se refiere a los mecanismos inmunitarios
involucrados en la eliminacion de la infeccion giardidsica a nivel Intestinal, la
intoxicacion de ratones con NaAsQO, no parece causar efectos deletéreos que se reflejen
en un aumento en la gravedad o en la capacidad de eliminacién de la infeccidn causada
por G. muris.

En nuestro trabajo, el modelo de infeccidén con G. murfs nos permitid detectar los
efectos de farmacos reconecidos como inmunotdxicos sobre las caracteristicas de la
giardiosis. El tratamiento de ratones BALB/c con dexametasona, Iincrementd
notablemente la cantidad de quistes excretados y duracién de la excrecién de quistes
de G. muris con respecto a ratones que no fueron sometidos al régimen
inmunosupresion con dexametasona. Estudios previos han reportado el incremento en
el nimero de trofozoitos encontrados en el yeyuno de ratones tratados con
dexametasona con respecto a ratones no tratados (Ducombe y col., 1980 ), asi como
el desarrollo de infecciones giardidsicas persistentes.

Por otro lado, el modelo de infeccion con G. muris también permitid observar el efecto
de condiciones de inmunodeficiencla sobre las caracteristicas de la giardiosis murina.
Ratones de la cepa CBA/CaHN (X¥) que muestra una inmunodeficiencia caracterizada
por bajos niveles de IgG,, baja produccidn de anticuerpos especificos contra el hapteno
fosfocolina y una ausenda casi total de una subpoblacién de linfocitos B Lyl®*,
desarrollé una Infeccién crénica con este protozoario, tal y como ha sido descrito

anteriormente (Khanna y col., 1990). Estos resultados estan de cuerdo con resultados
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de otros grupos que muestran que las inmunodefidendas tanto hereditarias como las
causadas por agentes inmunosupresores, inducen consistentemente al desarrollo de
infecciones giardidsicas cronicas (Fathing 1985; Balazs y col., 1978). As{ mismo, estos
resultados apoyan nuestra propuesta de que, bajo las condiciones probadas en el
presente trabajo, la intoxicacién oral crénica de ratones de la cepa BALB/c con NaAsQO;
no parece inducir efectos inmunosupresores que resulten en mayor gravedad o en
mayor duracion de infecciones por G. muris. El tratamiento de los ratones con 125 y
250 pg/mL de NaAsQ, indujo alteraciones en diferentes mecanismos inmunitarios, los
que en conjunto podrian haberse reflejado en la eliminacién prematura de la infeccién
por los ratones.

El NO es una de las blomoléculas mas pequefias producida por activacién de los
macrofagos con funciones mediadoras de la respuesta inmune (Fang y col., 1997).
Existen evidencias de que compuestos derivados del NO, participan en la inhibicién del
crecimiento y diferenciacion de G. /amblia, tanto hacia la fase quistica como
trofozoitica (Eckmann y col., 2000; Fernandes y col., 1997). Ya que se ha reportado
que las células epiteliales del intestino delgado también tienen la capacidad de producir
NO, este efecto del NO ha sido considerado como un mecanismo adicional de defensa
del huésped hacia las infecciones intestinales por el protozoario G. /amblia y que es
llevado a cabo por las mismas células epiteliales (Eckman y col., 2000). El aumento en
la produccidn de NO por los macréfagos peritoneales obtenidos de ratones que
ingirieron agua conteniendo 125pg/mL de NaAsO,, asi como por otras células presentes
en el lumen intestinal podria explicar, al menos en parte, la eliminacion prematura de la
infeccion en estos ratones , ademas de la gran variabilidad observada en la excrecién

de quistes. Sin embargo, parece improbable que esta misma explicacion sea vélida en
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la exposicion cronica a 250 pg/mL de NaAsO; sobre la infeccion por G. muris, ya que,
aunque la intoxicacién de los ratones con esta concentracién del téxico causd un
aumento significativo en la capacidad de las CMN estimuladas con PWM para
transformar el MTS, también indujo una inhibidén en la produccidn de NO por los
macrofagos peritoneales. Como se menciond anteriormente, es posible entonces que
otros mecanismos inmunes asi como factores fisiolégicos y quimicos que no fueron
evaluados en este trabajo se vieran modificados con esta concentracién del tdxico y
que, en conjunto, favorecieran la eliminacién de la Iinfeccién, Por ejemplo, las
cryptdinas, 6 defensinas (Aley y col., 1994), la lactoferrina (Turchany y col., 1995) y
otros péptidos pequerios con actividad antimicrobiana sintetizados en el intestino
delgado, estdn involucrados en la eliminadén de la giardiosis y podrian haber
participado en la eliminacién prematura de la giardiosis observada en los ratones que

ingirieron 125y 250 del tdxico.

4.3 EFECTO DE LA EXPOSICION DE G. lamblia A NaAsO; /n vitro,

Con el fin de evaluar la posibilidad de que la eliminacion prematura de las infecciones
causadas por G. muris pudieran ser debidas a un efecto directo del tdxico sobre
trofozoitos presentes en el intestino de los ratones intoxicados con 125 y 250 pg/mL de
NaAsO,, se analizd el efecto de la exposicion a As sobre la sobrevida y crecimiento de

G. /amblia en cultives /n vitro.
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4.3.1 Efecto de la exposicién a As sobre el crecimiento de G. lamblia.

En el presente trabajo encontramos que el patron de crecimiento de los trofozoitos de
G. /lamblia de las cepas analizadas (WB y P1), no es afectado de manera significativa
por la exposicion del parasito a concentraciones de hasta 300 pg/L de NaAsO, in vitrg;
sin embargo, las concentraciones superiores a 300 pg/L presentaron un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de los trofozoitos. La magnitud de dicho efecto
inhibitorio dependié directamente de la concentracién de tdxico presente en el medio
de crecimiento de G. /amblia. La concentracién de 300 pg/L de NaAsO, utilizada en el
presente trabajo y a la cual no se observa un efecto negativo sobre el crecimiento del
parésito, ha mostrado ser causa de efectos deletéreos sobre otras células eucaridticas,
incluyendo de humanos (Raytapadar y col,, 1995). Por ello, nuestros resultados
sugieren que G. Jamblia posee 0 es capaz de desarrollar mecanismos de resistencia
hacia los efectos toxicos del NaAsO,, mismos que le permiten sobrevivir y multiplicarse
sin alteracion aparente de su metabolismo y estructura.

Es importante hacer notar que las concentraciones de NaAsQ; a las cuales G. lamblia es
capaz de crecer /n vitro sin modificar su patrén de crecimiento, son 4 hasta 23 veces
mayores a las calculadas como presentes en el intestino de los ratones que ingirieron
agua conteniendo 50, 125 o 250 pg/mL del tdxico, respectivamente. Por lo tanto, es
poco probable que el NaAsO; presente en el intestino de los ratones tuviera un efecto
toxico directo sobre los trofozoitos de G. muris que pudiera explicar la eliminacién
prematura de la infeccion.

Cabe la posibilidad de que nuestros célculos subestimen la concentracidén de arsenito de

sodio presente en el intestino de los ratones intoxicados. El método especrofotométrico
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utilizado para la medicién de la concentracion de As en los tejidos fue validado
mediante el uso de estandares certificados por el National Institute of Standards and
Technology (Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia, NIST), por lo que un error
en este aspecto es poco probable. Por obro lado utilizamos un método empirico para la
transformacion de unidades de ng de As/ gr de tejido en pg/L de tejido, en el que
estimamos que podria existir un maximo de error del 50%. De esta manera, aun
considerando que la concentracion de NaAsO, presente en la luz del intestino de los
ratones intoxicados supera en el doble a la calculada por nosotros, estas
concentraciones contindan siendo menores que las concentraciones maximas en las
cuales G. lamblia fue capaz de crecer /n wvitro (300 pg/L) sin cambios en sus

caracteristicas de crecimiento.
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4.3.2 Mecanismos de resistencia microbiana a tdxicos ambientales.

No ha sido documentada la existencia de mecanismos de resistencia o proteccién que
puedan explicar la aparente capacidad de G. /amb/ia para resistir la presencia de altas
concentraciones de As que observamos en este trabajo. La participacion de tiol-
proteinas o péptidos pueden ser propuestos como posibles mecanismos Involucrados en
la resistencia de los trofozoitos de G. /amblia hacia los efectos téxicos del NaAsO,.
Diversos microoganismos tales como bacterias y algunos pardsitos expresan
mecanismos de resistencia contra los efectos tdxicos de metales, lones o productos
biolégicos presentes en el medio ambiente en donde se desarrollan (Silver y col.,
1996). Genes localizados en cromosomas, plasmidos o bien en transponsones, codifican
resistencia especifica en contra de una variedad de iones metélicos como Hg 2*, NI %*,
Pb 2*, AsO %. Se han descrito al menos sels mecanismos de resistencia a metales en
microorganismos: exclusion por barrera permeable, secuestracién intracelular o
extracelular, bombas de eflujo por transporte activo , detoxificacién enzimatica y
reduccién en la sensibilidad de moléculas blanco celulares a los iones metalicos (Bruins
y col., 2000).

El grupo mas grande dentro de los sistemas de resistencia a metales en
microorganismos lo constituye las bombas de eflujo de iones tdxicos dependientes de
energia.  Estas bombas, expresadas por diversas bacterias grampositivas y
gramnegativas, excluyen los tdxicos hacia el medio extracelular, manteniendo asi
concentraciones intracelulares del téxico tan bajas que resultan inofensivas. Algunas de
las bombas de eflujo son ATPasas y sistemas antiporters quimiosméticos

cation/proton. Por ejemplo, los sistemas de efiujo para la detoxificacion de arsénico en

106



las bacterias gramnegativas, utilizan alternativamente una ATPasa de dos componentes
codificados respectivamente por los genes ArsA y ArsB, o bien un solo polipéptido
derivado del gen ArsB que funciona como un transportador quimiosmético. En este
sistema de resistencia al arsénico un tercer gen, ArsC, codifica para una enzima
encargada de transformar el arsenato intracelular [As (V)] a arsenito [As (IIT)] , mismo
que constituye el sustrato para el sistema de eflujo. (Silver S. 1996). En las bacterias
grampostivas la resistencia a As se debe a la presencia de la proteinas ArsB y ArsC,
pero no existe una ATPasa (Carlin y col., 1995). Aunque la mayorfa de los sistemas de
eflujo conocidos son codificados por genes presentes en plasmidos bacterianos,
también se conocen determinantes de resistencia a metales tdxicos codificados
cromosémicamente (Diorio C y col., 1995). El andlisis comparativo de ambos sistemas
ha mostrado que los determinantes plasmidicos y cromosdmicos de resistencia son
basicamente los mismos.

La detoxificacion enzimatica consiste en que compuestos téxicos derlvados de As, Pb,
Cd, Co, Ni y Cr presentes en el medio ambiente, son transformados por algunas
especies de bacterias a compuestos con menor o nula toxicddad, generalmente
mediante procesos de reduccién y metilacion (White y col., 1997). Estos compuestos
son posteriormente eliminados por las células hacia el medio extracelular.

Otro mecanismo de resistencia hacia los efectos téxicos de metales, descrito tanto en
células eucariticas como procaridticas involucra procesos de quelacién de iones a
través de tiol-proteinas. Las moléculas que tienen mayor relevanda en este grupo son
las metalotioneinas. Las metalotioneinas bacterianas unen, secuestran y controlan la
concentracién intracelular de zinc y otros metales (Robinson y col,, 2001). En general

estas moléculas son proteinas cuya caracteristica mas relevante es la de contener una
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alta proporcion de residuos de cisteina presentes en secuendas caracteristicas
CYS-X-X-CYS, CYS-X-CYS o CYS-X-Y-CYS (Kigi y col., 1987). Estas proteinas son
capaces de formar enlaces coordinados con fones metalicos tales como Cu, Zn o Cd a
través de los grupos tiol de sus residuos de cdisteina (Kagl JHR. 1987; Tumer y col.,
1995a, Turner y col., 1995b). Como se discute abajo, la participacién de tiol- proteinas
o péptidos pueden ser propuestos como posibles mecanismos involucrados en la

resistencia de los trofozoitos de G, /ambiia hacia los efectos toxicos del NaAsO,.

4.3.3 Mecanismos de resistencia en Giardia.

En los trofozoitos de G. /amblia ha sido descrito un mecanismo de detoxificacion de
metabolitos del oxigeno a través de un sistema que involucra una NADH oxidasa
{(Upcroft P y col., 1998), asi como de una NADH peroxidasa de superficie que protege a
este microorganismo de radicales de peréxido presentes en el medio extracelular. Sin
embargo, en este pardsito no se ha descrito la existencia de sistemas transportadores
o de mecanismos de inactivacién metabdlica.

Desde las bacterias hasta organismos eucaridticos pluricelulares como el hombre, todos
los organismos poseen mecanismos de detoxificacién de radicales tdxicos, entre los
cuales el sistema glutation (GSH) se considera el primer mecanismo de defensa. Sin
embargo, en G. /amblia no ha sido posible demostrar la existencia de este mecanismo.
En su lugar, grandes cantidades de cisteina y una thioredoxin reducatasa semejante a
la bacteriana son los encargados de mantener el balance redox intracelular (Fahey y

col., 1991, Brown y col., 1993; Brown y col., 1996; Lujan y col., 1994). Los trofozoitos
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de G. lamblia presentan en su membrana plasmitica un tipo de proteinas
predominantes con caracteristicas antigénicas variables. Se ha propuesto que estas
Proteinas Antigénicas Variables (VSAP’s, Variable surface antigen proteins) también
llamadas Proteinas ricas en Cysteina (CRP, cystein rich protein) (Nash 1992), tienen un
papel de guardianes en contra de factores presentes en el ambiente hostl del
intestino, al cual estd sujeto Giardia . Estas proteinas poseen varias caracteristicas
correspondientes a las metalotioneinas de tipo I, incdluyendo alto contenido de residuos
de Cys, secuendias Cys-XX-Cys y la capacidad de establecer enlaces coordinados con
iones metélicos a través de sus grupos sulfhidrilos (Nash TE. 1993; Zhang y col., 1993).
Estas caracteristicas sugieren que las VSAP’s pueden constituir protelnas membranales
con una funcién de detoxificacidn equivalente a la desempefiada por metalotioneinas
descritas en otras células eucarifticas, esto es, funcionando a través de la quelacién de
jones. Estos mecanismos podrian permitir la sobrevida y crecimiento de los trofozoitos
del parasito bajo condiciones en las que los mecanismos de proteccién inmune del
huésped se ven alterados o comprometidos, tal como durante la exposicién a altas
concentraciones de As, y en las cuales las VSAP’s tendrian un importante papel
realizando la quelacion o secuestro de los iones de As presentes en le ambiente donde
se desarrolla.

En el presente trabajo también encontramos evidendias de que el hipotético mecanismo
de resistencia en contra de los efectos tdxicos del NaAsQ; parece expresarse de
acuerdo al estado metabdlico de los trofozoitos de G. lamblia. El efecto negativo del As
sobre el crecimiento y viabilidad observado sobre trofozoftos tomados a partir de
cultivos en fase logaritmica (metabdlicamente activos) fue muy limitado en

comparacién a lo observado en trofozoitos que fueron tomados de cultivos que se
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encontraban en fase estacionaria. En condiciones naturales, los trofozoitos de Giardia
Que se encuentran adheridos a las microvellosidades del intestino delgado en
huéspedes infectados, podrian encontrarse en un estado continuo de multiplicacion
debido al aporte constante de nutrientes a partir de la luz del intestino. Por esta razon,
es posible asumir que, bajo las condiciones normales de crecimiento de Giardiz en sus
huéspedes naturales, el mecanismo putativo de resistencia en contra de As existente en

este parasito, esta siendo continuamente expresado,
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CAPITULO

5

CONCLUSIONES

5.1 EFECTO DE LA INTOXICACION CRONICA ORAL CON As SOBRE LOS

MECANISMOS DE DEFENSA Y LA GIARDIOSIS MURINA.

e La intoxicacion crénica de ratones con la concentracién de 250 pg/mL de
NaAsO, parece también provocar efectos tdxicos sistémicos en conjunto con
efectos inmunotdxicos putativos.

e La exposicion oral de ratones a NaAsQ, provoca cambios en las caracteristicas
de la infeccion giardidsica en ratones BALB/c quizd como un reflejo de
alteraciones tanto inmunes como fisiologicas causadas por el téxico. La
ingestion de NaAsO, a concentraciones de 125 pg/mL y mayores, provoca
alteraciones en el curso de la infecddn de ratones con G. muris (giardiosis
murina), consistiendo ésta en una mayor variabilidad en la magnitud de la

excrecion de quistes, y en la eliminacion prematura de la infeccion.
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5.2 EFECTO DEL As SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DE G.
lfamblia.

In vitro, concentraciones de hasta a 300 pg/mL de NaAsO, no alteran
significativamente la velocidad de crecimiento o la viabilidad de los trofozoitos de G.
Jamblia. Concentraciones superiores causan una inhibicidn reversible dependiente de la
dosis, en la velocidad de crecimiento de los trofozoitos, con efectos limitados sobre su
viabilidad.

El efecto deletéreo del NaAsO, sobre el crecimiento y wviabilidad de G. lamblia, depende
del estado metabdlico del parésito, siendo de mayor grado en los trofozoitos que se

encuentran en un estado de repéso que en los trofozoitos metabdlicamente activos.

5.3 PERSPECTIVAS DE TRABAJO,

Dadas las malas condiciones de vida de una gran parte de la poblacion mexicana, en la
que enfermedades infecciosas y contaminacién ambiental son problemas de salud
coexistentes, es importante que las interacciones existentes entre el medio ambiente, el
huésped y los agentes infecciosos se estudien detalladamente. El presente trabajo
constituyd un primer estudio de un programa tendiente a determinar los efectos que
los contaminantes ambientales producen sobre los diferentes mecanismos de
proteccién que participan en la eliminacion de las enfermedades Infecdosas. Otlras
enfermedades infecciosas que podrian considerarse como un futuro blanco de este tipo
de estudios son la tuberculosis y la entamoebiosis, las cuales representan también un

serio problema de salud publica en nuestro pais.
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En vista del caricter altamente mutagénico de varios de los compuestos tdxicos
encontrados en diferentes ambientes donde se desarrollan e hombre y los
microorganismos infecciosos, un aspecto que resulta imperativo analizar, es el efecto
de la exposicidn a sustancias téxicas mutagénicas sobre las caracteristicas genéticas de
los agentes infecciosos y su asociacién con las caracteristicas fenotipicas de virulenda y
de patogenicidad. El andlisis de estos aspectos no debe perderse de la vista de los

microbidlogos y debe ser motivo de vigilancia constante en los centros de investigacién.
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